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RESUMEN

Antecedentes: Las células mesenquimales (MSC) y el Plasma Rico en Plaquetas bajo en leucocitos
(P-PRP) se postulan como tratamientos para la artrosis (OA). Aunque sus efectos anabdlicos
sobre los condrocitos in vitro estan bien documentados, se sabe poco sobre sus accién sobre el
cartilago artrdsico in vivo. Dado que la artrosis se caracteriza por un entorno inflamatorio y
catabdlico, hemos estudiado si las MSC son capaces de contrarrestar los efectos de este
ambiente agresivo en rodillas humanas afectas de artrosis grado II-1V in vivo, comparando los
efectos con los del PRP mediante cuestionarios algofuncionales y T2 mapping para evaluar la
modificacion de la estructura del cartilago.

Método: Hemos comparado los efectos de una infusién intrarticular de 40x10E6 de MSC de
médula ésea autdloga, expandidas y cultivadas bajo Normas de Correcta Fabricacion (NCF) con 4
inyecciones intrarticulares de P-PRP administradas a intervalos de 15 dias para el tratamiento de
gonartrosis grado Il a IV.

Reclutamos 12 sujetos para cada grupo. Se evalud la evolucién del dolor y la funcionalidad
mediante cuestionarios EVA, Lequesne y WOMAC, y la modificacion de la estructura del cartilago
por la Media, la DE y el estudio por compartimentos de los valores T2 mapping a 1,5 T. Dividimos
la superficie del cartilago en 88 ROI (32 para condilos tibiales, 32 para céndilos femorales y 24
para rétula). El periodo de seguimiento fue de 12 meses.

En este estudio prospectivo los datos han sido apareados para edad, sexo, IMC, grado de K&Ly
EVA basales. Dado que el cegamiento no fue posible, tratamos de controlar los sesgos potenciales
mediante la elaboracion de la lista TREND para ensayos clinicos no aleatorizados.

Resultados: El P-PRP mejord de forma significativa el dolor y la funcionalidad. La diferencia mas
significativa se alcanzd a los 6 meses, manteniéndose a los 12 meses sin mayor mejoria. En
cambio las MSC mejoraron de forma significativa el dolor y la funcionalidad tanto a los 6 como a
los 12 meses.

El P-PRP mejoré la media T2 de forma no significativa, mostrando un incremento de la DE de los
valores T2 y tampoco mejord los valores T2 al evaluar los compartimentos de carga por separado.
Las MSC mejoraron la media T2, disminuyeron la DE de los valores T2 globales y los valores T2 de
los compartimentos de carga mejoraron de forma significativa comparado con el grupo PRP.
Se observd una fuerte correlacion entre el T2 mapping y el WOMAC en el grupo tratado con MSC,
siendo la correlacién débil para el grupo tratado con PRP.

Conclusiones: EI PRP mejoré el dolor y la funcionalidad de las rodillas artrésicas a los 6 meses,
perdiendo parte del efecto a los 12 meses. Las MSC mejoraron significativamente el dolor y la
funcionalidad de las rodillas artrésicas, de forma mds intensa y mantenida en el tiempo.

El PRP parece disminuir el contenido hidrico del cartilago y las MSC disminuir el contenido hidrico
y modificar parcialmente la estructura del cartilago evaluado mediante T2 mapping a 1,5 T; los
mecanismos responsables de esta modificacion no estan claros. Los datos presentados
incentivan a profundizar en el estudio de los potenciales efectos en el tratamiento de la artrosis.



ABSTRACT

Background: Mesenchymal stem cells (MSC) and low leukocyte Rich-Platelet Plasma (P-PRP) have
been postulated as treatments for osteoarthritis (OA). Although their anabolic effects on
chondrocytes in vitro are well documented, little is known about the effects on cartilage
degeneration in vivo. Since OA is characterized by a catabolic and inflammatory joint
environment, we studied whether MSC were able to counteract the effects of such an
environment on human osteoarthritic knees in vivo, comparing the effects with PRP. We
assessed clinical improvement by means of algofunctional scores and cartilage structure
modification by means of T2 mapping.

Methods: We compared the effects of an intrarticular injection of 40x10E6 Bone Marrow
Autologous MSC expanded and cultured under GMP procedures vs 4 consecutive PRP injections
with 15 days interval for the treatment of knee OA grade II-IV.

We recruited 12 subjects for each group. The clinical endpoint measures were pain and function
evaluated with VAS, Lequesne Index and WOMAC, and cartilage structure endpoint measures
were assessed by means of T2 mapping at 1,5T, dividing the knee cartilage surface into 88 ROIs
(32 for tibial condyles, 32 for femur condyles and 24 for patella). The follow-up period was 12
months. This is a prospective study, patients were paired for age, sex, BMI, VAS and WOMAC at
baseline. Since double blinding was not possible, we tried to control potential biases following
the TREND Statement check list for non-randomized clinical trials.

Results: PRP significantly improved pain and function on human osteoarthritic knees, assessed
by VAS, Lequesne and WOMAC. Maximum improvement was registered at 6 months, slightly
regressing at 12 months. MSC significantly improved pain and function on human osteoarthritic
knees assessed by VAS, Lequesne and WOMAC both at 6 and 12 months.

PRP slightly improved Global T2 mean, but increased the Standard Deviation of T2 values and we
found no differences when assessing weight bearing compartments compared to the whole
cartilage surface. MSC improved Global T2 mean, decreased the Standard Deviation of T2 values
and the T2 values of medial compartments improved compared to PRP. We found a strong
correlation between T2 mapping and WOMAC in the group treated with MSC, whereas the
correlation was weak in the group treated with P-PRP.

Conclusions: PRP significantly improved pain and function on human osteoarthritic knees at 6
months, partially losing effect at 12 months. MSC significantly improved symptoms on human
osteoarthritic knees at 6 months, further improving at 12 months.

PRP seems to decrease water content in OA cartilage while MSC seem to decrease water content
and modify cartilage structure compared to PRP assessed by T2 mapping at 1,5T; the mechanisms
leading to these changes remain unclear. Thereby, the presented data encourage further study
of these therapies as a treatment for osteoarthritis.
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I. INTRODUCCION

1.1. MOTIVACION DEL ESTUDIO Y JUSTIFICACION DE SU DISENO

La artrosis es la enfermedad mas prevalente de todas las reumatoldgicas, se considera la segunda
causa de incapacidad permanente en los paises desarrollados. La gonartrosis es la forma mas
comun de artrosis; presenta una prevalencia superior al 10% en mayores de 20 afios situandose
alrededor del 65% en la sexta o séptima década de la vida (Fernandez-Lépez 2008; Arden 2006).

En nuestro medio se estima que se producird un crecimiento de los costes derivados de esta
patologia del 3% por afio y paciente que se explica por acercarse a la jubilacién el grupo etario
de la generacidn de la explosién demografica ademas de los avances relativos a tratamientos
farmacoldgicos y las intervenciones quirdrgicas que incrementan sustancialmente el gasto en la
atencidon de esta enfermedad (Le Pen 2005; Sharma 2006, Richette 2008).

La elevada prevalencia e impacto social han incentivado el desarrollo de multiples opciones
terapéuticas para frenar o retardar su progresién aunque, hasta la fecha, se considera que
ninguna ha conseguido regenerar el cartilago hialino articular.

El exponente maximo de la terapia sobre gonartrosis avanzadas con repercusién clinica
importante es el reemplazo articular. En todo el mundo se practican unas 500.000 artroplastias
de rodilla al afio (Kurtz 2011). Esta solucién quirurgica, radical pero muy efectiva, no estd exenta de
complicaciones y es una opcién especialmente problematica en pacientes jovenes ya que las
protesis articulares presentan un tiempo de vida limitado y el reemplazo articular protésico
presenta mayor morbilidad ademas de ser un procedimiento mas costoso que la protesis
primaria (Mcllwraith 1996), lo que justifica explorar nuevos métodos terapéuticos que quizas
puedan resultar mas eficaces que los actuales, permitiendo demorar o incluso evitar la cirugia.

Las células troncales mesenquimales (MSC) ofrecen una posibilidad terapéutica por su potencial
regenerativo y antiinflamatorio cuando son administradas a altas dosis, aunque exigen un
proceso de seleccidn y cultivo siguiendo altos estandares farmacéuticos que complica y encarece
su aplicacidn. Por otro lado, el plasma rico en plaquetas con bajo contenido leucocitario (P-PRP)
es un producto de facil obtencidén y poco coste que en nuestra experiencia ha resultado una
buena arma terapéutica para esta patologia, comportandose como un eficaz antiinflamatorio a
dosis determinadas aunque dudoso o nulo potencial regenerativo del cartilago.

«Institut de Terapia Regenerativa Tissular (ITRT)» del Centro Médico Teknon, presta especial
dedicacién a explorar el potencial terapéutico de las MSC y del P-PRP en distintas patologias del
aparato locomotor, entre ellas la gonartrosis.

Como investigadora y responsable de su Centro de Documentacién y Farmacovigilancia se
encuentra entre mis funciones el seguimiento del curso clinico de los pacientes, la
cumplimentacidn correcta y completa de los formularios que determinan los protocolos, su
registro y ubicacion adecuada en los cuadernos de registro de datos (CRD) a los que
posteriormente acceden los investigadores del equipo, responsables de la monitorizacion o de
las Clinical Research Organization (CRO). Estos documentos que considero de valor excepcional
por contener datos de estudios pioneros en terapia regenerativa quedan a disposicién
permanente de las autoridades sanitarias.

Hemos desarrollado estudios en modelo de gran animal y ensayos clinicos, seguidos de una serie
de tratamientos realizados previa autorizacion y bajo control de la «Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS)», determinando la viabilidad, la seguridad de uso
e indicios de eficacia antiinflamatoria y regenerativa sobre el cartilago de rodillas artrdsicas tras



la infusidon intrarticular de una suspensién con alto contenido de células mesenquimales de
médula ésea, seleccionadas y cultivadas bajo Normas de Correcta Fabricacién (NCF).

Las MSC, obtenidas por aspirado de médula ésea, son procesadas bajo NCF del «Instituto de
Biologia Genética Molecular de Valladolid (IBGM)», centro dependiente de la Universidad de
Valladolid y el CSIC o en «XCELIA» que es la Unidad de Terapias Avanzadas del «Banc de Sang i
Teixits (BST)» de Barcelona, centro dependiente del «Servei Catala de Salut de la Generalitat de
Catalunya».

Los estudios en modelo animal se realizan en la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Auténoma de Barcelona (UAB) y en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza. Las
publicaciones derivadas de esta experiencia se adjuntan a esta Memoria.

Cumplida la hipétesis planteada en estos ensayos fase I-ll, corresponderia realizar ensayos en
fase lll, controlados, aleatorizados (ECA), incluyendo un mayor nimero de pacientes que son los
gue aportan mayor evidencia cientifica, con frecuencia se considera que los demas disefios
aportan poco valor.

De acuerdo con el «TREND Group» creemos que no cabe duda que la medicina basada en la
evidencia debe incluir datos de estudios con disefios quias experimentales o ensayos clinicos no
aleatorizados porque también pueden contribuir al avance del conocimiento aportando datos
relevantes sobre eficacia y seguridad.

Excluir los datos de este tipo de estudios que evallan de forma efectiva ciertos tratamientos y
sobre los que los ECA no son mas coste-efectivos, supone asumir un grave sesgo de la evidencia
real. Incluirlos como parte de medicina basada en la evidencia sirve para elaborar guias y
recomendaciones ya que aportan una vision mas completa de la evidencia que redunda en la
mejora de la prdctica clinica (Des Jarlais 2004).

Especialmente en terapia celular, los ECA se ponen en cuestion por diversas razones, algunas de
caracter ético, otras de procedimiento como por la imposibilidad de realizar un cegamiento
razonable y fundamentalmente econdmico; el alto coste de los cultivos celulares, sumados a los
derivados del tratamiento y del seguimiento, que por definicién son gratuitos para el paciente
en el contexto de ensayos clinicos, pueden llegar a resultar inasumibles incluso para grandes
empresas farmacéuticas.

Se han efectuado muchos esfuerzos para garantizar la calidad de los ECA a través del CONSORT
statement y otras iniciativas similares, adoptadas por sistemas de salud publicos y utilizados
como herramientas para los revisores de numerosas publicaciones cientificas. Sin embargo no
existia un marco consensuado para los informes de estudios no aleatorizados.

En el afio 2003 los editores de 18 revistas cientificas y miembros del CDC «Center for Disease
Control» acordaron un documento de consenso para garantizar la transparencia y homogeneidad
de los datos aportados (http://www.cdc.gov/trendstatement/). Siguiendo sus recomedaciones,
completamos la lista de comprobacion adjunta en el Anexo |.

La reglamentacion europea (CE) N2 1394/2007 y N2 668/2009, asi como el RD 477/2014 que
regulan la «Autorizacién de Uso» de medicamentos de terapia avanzada de fabricacién no
industrial, plantean que el equipo investigador, una vez determinada la viabilidad, seguridad e
indicios de eficacia del procedimiento, puede seguir practicando el tratamiento sobre una serie
continuada de pacientes, siempre previa autorizacion y bajo control continuado de la
Administracién, en nuestro caso la AEMPS.

Sin embargo mantenemos el maximo interés en generar evidencia cientifica de eficacia y
entendemos que el avance en el conocimiento y la aproximacién a la evidencia pueden acanzarse
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comparando dos procedimientos terapéuticos, siguiendo los mismos métodos de medicidon
aunque obviando el cegamiento y la aleatorizacion.

Acorde con las recomendaciones de la «Asociacién Médica Mundial» se ha se ha desestimado el
placebo y optado por aplicar el P-PRP como tratamiento usado en el brazo control.

En sus declaraciones de Helsinki de 1964, 1990 y 2002, la Asociacidén insiste sobre la importancia
de escoger preferentemente un tratamiento alternativo de eficacia probada si estuviera
disponible ante el placebo. Nuestro grupo investigador dispone de experiencia satisfactoria en el
uso del plasma rico en plaquetas y pobre en leucocitos (P-PRP) aplicado con intencién
antiinflamatoria en el tratamiento de la gonartrosis, uso fundamentado en estudios previos en
modelo animal y ensayos clinicos. Otros autores corroboran esta eficacia, superior a la obtenida
con otros productos de uso habitual como el dcido hialurénico (Kon 2011, Filardo 2012, Vaquerizo 2013;
Sundman 2014, Liu 2014). Pero la disparidad entre los métodos de obtencidn y aplicacién de los dos
tratamientos comparados dificulta mucho, sino imposibilita, el cegamiento y la asignacion
aleatoria de los pacientes a cada uno de los tratamientos.

El tratamiento con MSC consta de dos intervenciones, la extraccion de médula ésea en ambiente
quirargico bajo sedacién y la infusidn celular intrarticular 21-23 dias después.

El tratamiento con PRP implica la extraccidon de sangre periférica del paciente, centrifugado,
preparacion del producto y su aplicacién inmediata. El procedimiento se repite cuatro veces a
intervalos de 15 dias.

Se ha tenido en cuenta que la ausencia de aleatorizacion y control de los factores de confusion
pueden proporcionar informacion sesgada. Los sesgos potenciales son: el sesgo de seleccioén,
relativo a diferencias entre individuos de los diferentes grupos de intervencion y el sesgo de
notificacién, relativo a los estudios que no informan explicitamente al paciente o no han sido
precedidos de un protocolo.

El sesgo de seleccion se considera la diferencia principal entre los ensayos aleatorizados y los no
aleatorizados. Los factores de confusidn aparecen si hay desequilibrios entre los grupos experimental y
control en cuanto a los factores prondsticos y estos factores se asocian con el resultado.

En este estudio tratamos de controlar el sesgo mediante la estratificacion de las caracteristicas basales de
los pacientes de ambos grupos para las variables: edad, sexo, grado de artrosis, IMC y WOMAC basal.

El sesgo de notificacion intenta minimizarse. Elaboramos un protocolo previo al estudio y «Hojas de
Informacion» y «Consentimiento Informado» para los pacientes a los que no se les notifica en ningun
momento los resultados hasta finalizar el estudio.

Siguiendo los cuatro criterios propuestos por Reeves, para que la validez del mismo no se viera
amenazada y controlar los sesgos que invalidarian las conclusiones del estudio, comprobamos
que fueran adecuadas las caracteristicas del disefo: el grupo comparativo, la metodologia de
creacion de los grupos test y control, las partes del estudio comparativas y las variables en las
que se evalla la comparabilidad (Reeves 2013).

Tras homogeneizar las caracteristicas basales se compararon los resultados clinicos y los
obtenidos mediante imagenes de RMN.

El grupo experimental fue el punto de partida. En esta muestra se incluyeron parte de sujetos
incluidos en el ensayo clinico identificado con el N2 Eudra-CT: 2009-017405-11 y otros tratados
como “uso compasivo” bajo control de la AEMPS, al que se asignaron individualmente los 12
individuos del grupo control segin equivalencia de caracteristicas basales (edad, sexo, grado de
artrosis, IMC, indices algofuncionales). Todas las partes del estudio son prospectivas. La
identificacion de los participantes, la evaluacidon inicial, la asignaciéon a la intervencion y la
evaluacion de los resultados.



1.2. RECUERDO DE LA ANATOMIA Y FISIOPATOLOGIA ARTICULAR

La correcta funcién de las articulaciones sinoviales depende de la integridad anatdmica y de la
funcién celular de cada uno de sus componentes: cartilago articular, membrana sinovial, liquido
sinovial, hueso subcondral, cdpsula articular y estructuras ligamentosas.

Clasicamente se han propuesto distintos mecanismos patogénicos de la artrosis, tales como un
cartilago defectuoso con propiedades biomecdnicas alteradas, la presencia de cambios
anormales en el hueso subcondral, insuficiencia ligamentosa que puede motivar inestabilidad y
la distribucion anormal de cargas o la exposicidn del cartilago a sobrecarga que a su vez provoca
una respuesta del hueso subcondral. La fibrosis de la capsula articular puede reducir la movilidad
articular y dificultar el riego sanguineo de la articulacion, afectando a la homeostasis de la
membrana sinovial, liquido sinovial y el cartilago articular.

Se sabe que la aplicacion de fuerzas intensas sobre explantes de cartilago articular desencadena
fendmenos apoptdticos y degradacidn de la matriz (D’Lima 2001) y que la sobrecarga mecanica en
general induce la artrosis, pero el conocimiento de la fisiopatologia de la artrosis ha progresado
notablemente en los Ultimos tiempos, huyendo de la concepciéon puramente «mecanicista,
apareciendo como una enfermedad esencialmente bioquimica, desencadenada por factores
como los citados aunque considerando la principal caracteristica el desequilibrio entre los
fendmenos que rigen la degradacion de la matriz y los que lo intentan reparar. Por esto muchos
autores, aun reconociendo que a veces el proceso que conduce a la artrosis puede tener origen
en algun tejido concreto de los que componen la articulacidn, prefieren mantener una visién mas
integral ya que en la enfermedad clinica suelen estar involucrados varios de los tejidos articulares
y cuando la artrosis progresa la afectacién puede generalizarse a todos ellos.

La membrana sinovial, el cartilago, incluso el hueso subcondral, pueden producir sustancias
catabdlicas como prostaglandinas, 6xido nitrico, citoquinas, TNFa y MMP que degradan el
colageno tipo Il, el agrecano y otras glicoproteinas de la matriz cartilaginosa.

Aunque el desequilibrio puede producirse de forma progresiva o repentina, la evolucion del
proceso no suele ser lineal, quedando sometida a la influencia de los episodios de inflamacién de
la membrana sinovial. Puede ser muy lenta e incluso estabilizarse durante muchos afios, lo que

explica en parte la frecuente disociacion que existe entre los estudios radiograficos y la clinica
(Dougados 1992; Denison 2003; Ayral 2005).

Al iniciarse el proceso existe una tentativa del organismo de reparar las lesiones mediante la
accion de distintos factores anabdlicos que conlleva la aparicién de condrocitos hipertréficos y
aumento de producciéon de colageno tipo Il, mas evidente en la zona de las primeras fisuras (Lorenz
2006), pero el fendmeno finalmente desfallece con la acumulacidon de colageno (I y Ill) y
fibronectina, mientras que los condrocitos entran en estado apoptdtico y predomina el
catabolismo. La liberacién de fragmentos de la matriz a la cavidad articular favorece la sinovitis,
liberacion de citoquinas y proteasas al liquido articular, cerrando el circulo vicioso de la artrosis
que tiende a la inevitable destrucciéon progresiva del cartilago.

Interesa pues destacar que la artrosis afecta al conjunto de la articulacién y no sélo al cartilago,
aunque intentar corregir el desequilibrio tomando como diana una parte del conjunto articular
también puede resultar una buena alternativa terapéutica y ha de tomarse en consideracion.

Aproximadamente el 60% de las alteraciones artrdsicas radiograficamente avanzadas se
acompafian de sintomas, por tanto la prevalencia de artrosis, definida segun criterios
radiograficos y clinicos, es mucho menor que si se contemplan los hallazgos radiograficos de
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forma aislada (Anderson 1988). También cabe destacar que el deterioro del cartilago hialino
articular asociado al envejecimiento es un proceso universal que no es sinébnimo de artrosis.

Algunas personas nunca desarrollan artrosis con repercusion clinica en las localizaciones mas
frecuentes como las rodillas y las caderas, lo que prueba que ademds de la edad hay otros
factores que determinan la aparicion de la enfermedad (Mitrovic 1987).
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Fig. 1. Fisiopatologia de la artrosis. (ITRT segun idea de Chevalier. EMC 14-003-C-10).

hueso subcondral

1. Las solicitaciones mecanicas modifican el metabolismo del condrocito que en
un inicio responde hipertrofiandose y libera IL-1.

2. Bajo la accidén de citoquinas, se liberan numerosos enzimas en el seno de la
MEC. Las agrecanasas y MMP degradan los PG.

3. Degradacion progresiva de la matriz por el hipercatabolismo. Liberacion de
fragmentos (colagenos, proteoglicanos, fibronectina) que contactan con la
membrana sinovial activando los sinoviocitos y macréfagos.

4. Produccidén paracrina de citoquinas y MMP que se vierten al liquido sinovial y
activan los condrocitos de la capa superficial: «circulo vicioso de la artrosis».

5. Produccidn por los condrocitos de FC: TGF-B; BMP; FGF; IGF. TGF-B y BMP son
anabdlicos pero contribuyen a la formacidn de osteofitos.

6. Remodelado del hueso subcondral. Los ostoblastos en la artrosis son activados
y a su vez contribuyen a activar los condrocitos de las capas profundas.



El cartilago articular presenta un grosor de entre 1 y 4 mm. Su color puede variar de blanco opaco
a rosado por la transparencia del color del hueso subcondral.

Carece de red vascular, linfatica y nerviosa, por lo que su nutricién, asi como la eliminacién de
residuos metabdlicos, se realiza por difusién. Los vasos sanguineos de la subintima sinovial
proporcionan los solutos nutricionales, que difunden a través de la intima hasta el liquido sinovial
y desde éste, a través de la matriz extracelular del cartilago, llegan a los condrocitos.

La falta de irrigacion genera un entorno con tensién baja de oxigeno, un 1% comparada con el
24% atmosférico, lo que obliga al condrocito a obtener energia por glicolisis anaerobia.

El lactato generado durante la glicolisis, induce a la célula sinovial a liberar glucosa, asegurandose
la nutricion en ambiente anaerobio. Si el proceso se desborda, los condrocitos utilizan la via
oxidativa (aerobia) recurriendo a la MEC adyacente para la combustion.

La actividad metabdlica individual del condrocito es elevada pero debido a la baja celularidad, la
actividad metabdlica total del tejido es baja.

La estructura del cartilago se compone de células, matriz extracelular y de una parte inorganica.
Estd compuesto por agua (80%), condrocitos (1-12 %) y matriz extracelular, a su vez compuesta
por colageno tipo Il (15-20%) que asegura la resistencia a las fuerzas de compresién y tension.
Entre la malla de colageno se disponen los proteoglicanos (PG 3-10%) con gran potencial
hidroéfilo. El conjunto formado por colageno y proteglicanos es solidarizado por moléculas que
forman el «pegamento» intercolagénico.

En el espacio intercelular que rodea al condrocito se expresa el lenguaje de interaccion entre la
célulay la matriz. Los receptores transmembrana de la superficie de los condrocitos son la correa
de transmisidn, la via de transduccién de sefales, que condicionan el mantenimiento o alteracion
del metabolismo, la supervivencia o la apoptosis y la diferenciacion fenotipica del condrocito.

La combinacion adecuada de todos los componentes confiere propiedades viscoeldsticas al
cartilago, esenciales para su correcto funcionamiento.

En fases iniciales, la degeneracion del cartilago se caracteriza por la desestructuracion de la
matriz de colageno y la deplecion de PG, que resultan en un incremento tanto del contenido
como de la movilidad de las moléculas de agua (Dijkgraaf 1995; Burstein 2009).
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Fig. 2. Interaccion del condrocito con la MEC circundante
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El examen microscépico del espesor del cartilago revela 4 zonas contiguas que se diferencian por
la morfologia de los condrocitos y la orientaciéon de las fibras de coldgeno.
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Fig. 3. Estructura del cartilago hialino.

La zona superficial o tangencial (10%-20% del espesor del cartilago), es la que presenta una
mayor concentracion de condrocitos, que tienen una forma alargada y estan dispuestos de tal
forma que su axis mayor mantiene un paralelismo con la superficie articular. Se acepta la
existencia de una ldmina acelular de coldgeno sobre la superficie de esta zona, débilmente unida
al estrato celular de la misma. Es rica en agua y pobre en proteoglicanos.

La superficie del cartilago presenta poros de un didmetro aproximado de 6 nm que permiten el
paso de algunos solutos (iones, glucosa, etc).

La zona intermedia o transicional (40%-60% del espesor del cartilago) se distingue por los
condrocitos de mayor tamafio y una morfologia mas ovoidea o redondeada; las fibras de
colageno se disponen de forma mds aleatoria u oblicua respecto a la superficie articular.

La zona transicional es mds gruesa en la periferia de la articulacion, donde el cartilago es
sometido a fuerzas de traccion y cizallamiento.

La zona profunda o radial (30% del espesor del cartilago) se distingue porque incluye los
condrocitos de mayor tamafio, de morfologia algo alargada y orientados perpendicularmente a
la superficie articular; En los compartimentos de carga predomina la zona radial, mas rica en PG
y con fibras de coldgeno mas gruesas y orientadas perpendicularmente a la superficie, mas
resistentes a la compresidn, en cambio la zona transicional es mas fina. Este patrdn no se observa
en dreas no sometidas a cargas de manera regular (Moger 2007; Choi 2011; Chen 2016).

La zona de cartilago calcificado es adyacente al hueso subcondral que actia como elemento de
anclaje al mismo. Estd separada de la anterior por la «linea de flujo» o «tidemark», de 5 um de
grosor, una barrera ondulada con fibras de disposicion tangencial que permite soportar fuerzas
de cizallamiento. Estd compuesta por matriz calcificada, presenta escasa celularidad y no
contiene PG.



Los condrocitos de las capas superficiales se comportan de modo diferente de los de las capas
profundas en términos de sintesis de proteinas matriciales, nivel de expresidn de receptores de
membrana y respuesta a las citoquinas y FC; por ejemplo los condrocitos de las zonas intermedia
y profunda sintetizan mds colageno tipo Il y GAG.

A mayor profundidad los condrocitos disminuyen en nimero, son de mayor tamafio y mayor
actividad metabdlica. Incluso en una misma zona topografica los condrocitos pueden variar su
ritmo de crecimiento, expresidn génica y nivel de biosintesis especificos, condicionados por el
estado de la matriz adyacente y el nivel local de expresion de citoquinas.

Los condrocitos son células esféricas de unas 13 um de didmetro pero en determinadas zonas
pueden adquirir formas mas alargadas. Representan entre el 1% y el 12% del volumen del
cartilago, el resto es MEC sintetizada por los mismos condrocitos, ademads de enzimas cataliticos,
como metaloproteasas (MMP) y sus inhibidores tisulares (TIMP), FC (TGF-B), NO, citoquinas
inflamatorias y anti-inflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 IL-10) (Hoberg 2006; lannone 2010).

En la superficie celular los condrocitos expresan receptores que responden de forma autocrina o
paracrina a los diferentes FC y citoquinas, asi como receptores TLR, involucrados en la respuesta
inmunitaria y reconocimiento de patdgenos (Kim 2006). También responden a estimulos
intracelulares y extracelulares, que incluyen la concentraciéon de H*, concentracién de Ca®,
volumen, presidon y osmolaridad. Se desconoce la importancia relativa de cada uno de estos
factores. El Ca®* por ejemplo, condiciona muchas funciones celulares, incluyendo la sintesis y
degradacion de la matriz.

Los condrocitos también actian como sensores que responden a estimulos mecanicos. Niveles
de estrés mecanico insuficientes o excesivos favorecen los procesos catabdlicos, mientras que
los niveles fisioldgicos normales favorecen los procesos anabdlicos. En condiciones normales,
responden produciendo componentes de la MEC, como agrecano y colageno tipo Il. Sin embargo,
una sobresolicitacidén mecanica altera el metabolismo de los condrocitos e induce la produccién
de proteasas y mediadores de la inflamacion. Estos procesos conducen a una elevacién de los
niveles de IL-1 y TNF-a que, a su vez, disminuyen la sintesis de colageno e incrementan las
proteasas (incluidas las MMP) y otros mediadores de la inflamaciéon como IL-8, IL-6, IL-17, IL-18,
PGE, y NO. Este ultimo ejerce multiples efectos nocivos sobre los condrocitos incluyendo la
apoptosis, la inhibicion de sintesis de coldgeno y PG y activacidn de la produccién de MMP.

Las solicitaciones mecdnicas a las que se ve sometido el cartilago a causa del movimiento articular
actlan como estimulos mecanicos, osmoético/idnicos y eléctricos que pueden afectar la
homeostasis y provocan cierta deformacién puntual y la consecuente reorganizacién del
citoesqueleto que ocasiona la modulacién de la actividad anabdlica de los condrocitos (Blain 2009).
De hecho, el citoesqueleto supone una interfase fisica entre los condrocitos y la matriz que
comunica los estimulos mecdnicos y la respuesta biosintética. Cuando los condrocitos se aislan
del tejido y se cultivan en monocapa pierden facilmente su morfologia y su fenotipo queda
alterado observandose una pérdida de la capacidad de sintesis de coldgeno tipo Il. Ciertas
citoquinas, IL-1B es un ejemplo, regulan la expresion de proteinas relacionadas con el
citoesqueleto, lo que provoca efectos sobre la sintesis de moléculas de la matriz (Blain 2009).

La Matriz Extracelular (MEC) se compone principalmente de agua, colageno, proteoglicanos,
glucoproteinas (FC, COMP, proteinasas) y en mucha menor cantidad minerales y lipidos. La
composicion de la MEC varia en funcidn de la profundidad y de la situacién respecto a los
condrocitos: los PG ricos en queratdn-sulfato se acumulan en la MEC interterritorial, rica en
colageno, la que se encuentra entre varios grupos celulares. En la MEC territorial, localizada
alrededor de los condrocitos, abundan los PG ricos en condroitin-sulfato y se encuentran escasas
fibras de colageno.
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En el cartilago normal existe un recambio permanente y equilibrado entre la sintesis de PG por
los condrocitos y la degradacién por proteinasas extracelulares, que estan influenciadas por
citoquinas como la IL-1.

La renovacion continua de los componentes de la MEC depende de una serie de proteasas tanto
intra como extracelulares. En condiciones normales el cartilago presenta niveles altos de
inhibidores de estas proteasas. La alteracion de este equilibrio entre inhibidores y enzimas puede
ser una de las causas del origen de la artrosis.

El agua es fundamental para la nutricidn del cartilago y para la lubricacién articular. Permite su
deformacidn en respuesta a las solicitaciones mecanicas, fluyendo dentro y fuera del mismo. Su
cantidad es mayor en superficie (80%) que en profundidad (60%).

En la artrosis el agua aumenta hasta proporciones del 90%, ocasionando un incremento en la
permeabilidad y descenso tanto de la resistencia como del médulo de Young del cartilago.

Para la comprensién de los datos que aporta este estudio interesa conocer que, con
independencia del agua fuertemente ligada a los PG de predominio en capas profundas del
cartilago (14%), existe agua ligada al colageno (6%) y a las macromoléculas de la matriz o agua
libre distribuida principalmente en la zona superficial (80%). Cuanto mas estructurado esta el
cartilago menor proporcidn de agua libre presenta y mayor ligada a los PG (Reiter 2012).
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Fig. 4. Interaccion de los componentes de la MEC.

Los PG, la red de colageno y el agua intersticial confieren al cartilago sus propiedades biomecanicas. Los
PG fijan el agua, lo que les permite hincharse. La red de colageno limita la tumefaccion e inmoviliza los PG,
de manera que el cartilago actia como un baldn resistente a las fuerzas de compresion. La red de colageno,
tensada, es mds resistente a la las fuerzas de traccion que se producen durante la carga. Los PG y el
colageno se complementan, creando un material compuesto. Cuando una carga mecdnica es aplicada
sobre el cartilago, la presidén en la MEC se incrementa y comienza a fluir liquido intersticial hacia fuera
compensando los gradientes de presidon del tejido. Tras la descarga, los PG se expanden de nuevo,
invirtiendo el gradiente de presidn (Bader 1994).



El colageno supone 2/3 del peso en seco del cartilago articular adulto (Eyre 2002). Es la proteina
estructural mayoritaria de la matriz extracelular cartilaginosa. La mayoria del coldgeno del
cartilago, el 90-95% del total, es del tipo Il (Bhosale 2008).

Forma una malla tridimensional que alberga los PG y el acido hialurdnico (HA), elementos que
proporcionan resistencia a la compresién. En una proporcion mucho menor se encuentra
colageno del tipo VI, IX, X y XI. Recientemente se ha detectado colageno tipo Il colocalizado con
colageno tipo Il (Eyre 2006). Se piensa que los condrocitos sintetizan este tipo de coldgeno, hasta
ahora solo relacionado con el coldgeno |, como respuesta al dafio de la matriz (Eyre 2002).

Los proteoglicanos (PG) constituyen

gueratdn el 35% de la MEC seca. Constan de un

sulfato nucleo proteico al que se fijan gluco-

/ saminoglicanos (GAG). Son moléculas

de alto peso molecular que contienen

, GAGs grupos anidnicos sulfato y carboxilo,
X X X, confiriendo a la MEC un elevado
- . efecto osmadtico porque la densidad
condroitin de cargas negativas en los PG atrae

sulfato cationes (Na*, K* y Ca%*) y repele

aniones (Cl, HCO?). Elmovimiento de
cationes a la MEC que incrementa la
prateoglicano presion osmotica, es seguido por
absorcién de agua, aumentando la
presidon hidrostatica; finalmente las
presiones osmotica e hidrostatica se
igualan, deteniéndose el flujo neto de agua hacia la parte concentrada.

Este equilibrio entre PG hidratados y colageno es fundamental para la resistencia del cartilago a
las sobrecargas mecdnicas (Buckwalter 2006). Los PG se consideran responsables de la resistencia a
la compresién y el coldgeno a la tension y cizallamiento; el agua, al responder a los gradientes de
presion, es responsable del comportamiento viscoelastico del cartilago.

acido hialurdnico

Fig. 5. Estructura del agregado de agrecano

El agrecano representa el 85% de los grandes PG de la MEC; los tres GAG principales que integran
su molécula son el condroitin-4-sulfato, el condroitin-6-sulfato y el keratan sulfato (KS). Las
moléculas de agrecano se unen al HA formando agregados de agrecano.

El biglicano, la decorina y la fibromodulina son pequefios PG que representan el 5% de los PG.
La decorina y la fiboromodulina se encuentran asociados a las moléculas de coldgeno proximas a
la superficie del cartilago articular.

La decorina inhibe la formacidn de coldgeno tipo | y Il y la fiboromodulina inhibe la fibrilogénesis
de colageno tipo | y IIl.

El biglicano y la decorina se unen al TGF-B impidiendo que desarrolle su funcion bioldgica.

El 6xido nitrico (NO) es un catabolito resultante de la oxidacion de la L-arginina, catalizada por
enzimas liberadas por macréfagos y células endoteliales ante la presencia de endotoxinas y
citoquinas (IL-1 y TNF-a).

Se presenta bajo varias formas: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) y citoquina-inducible (iNOS);
esta Ultima es la mds estudiada en patologia articular.

Inhibe la sintesis de coldgeno Il y PG por los condrocitos y estimula la actividad de MMP e
interfiere en la expresion de IL-1 por los condrocitos.
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Las citoquinas son pequefas proteinas que una vez liberadas por la célula al espacio extracelular
afectan al comportamiento de otras células. Se clasifican segun sus efectos como catabdlicas,
moduladoras o anabdlicas.

Las citoquinas anabdlicas. Incluyen FC como FGF, IGF, PDGF y TGF- que promueven la proliferacion de condrocitos y
la produccion de colageno Il y PG, la BMP-2 puede estimular la sintesis de PG si la IL-1 no estd presente. Son sdlo
algunos de los efectos conocidos de los FC. Es de gran interés conocer las complejas secuencias en las que intervienen
los FC, sus sinergias y las cascadas de sefializacion celular que originan para poder intervenir adecuadamente en el
curso de la enfermedad (Van den Berg 2001; Van Miert 2002; Schmidt 2006).

Las citoquinas catabdlicas o proinflamatorias. Incluye la IL-1 y TNF-a, que pueden ser segregadas por los sinoviocitos
y los condrocitos. Ejercen su accién uniéndose a los receptores de membrana.

Sus niveles se incrementan en la artrosis, con lo que estimulan la produccién de MMP, NO y prostaglandina E2 (PGE>),
a la vez que inhiben la sintesis de agrecano y de colageno tipo Il. Ademads, IL-1 puede inhibir la producciéon de
antagonistas de receptores de IL-1 (IL-1ra) y de inhibidores tisulares de MMP (TIMP). El equilibrio entre las citoquinas
es fundamental para mantener la estructura y funcidn articular porque sus efectos no son taxativamente anabdélicos o
catabdlicos. En general la familia TGF-B se asocia a una respuesta anabdlica o reparativa y la IL-1B y TNF-a se asocia a
intenso efecto catabdlico.

Esta relacion antagodnica viene condicionada por ser sefiales que comparten unas mismas rutas bioquimicas a través
de la fosforilacién de protein-kinasas que conducen a la activacion de determinados factores de transcripcién. Se
supone que en esta relacion predomina el efecto neutralizador del TGF-B sobre la IL-1B y a medida que el individuo
avanza en edad se va perdiendo la capacidad de neutralizacion.

Las citoquinas reguladoras o moduladoras, como IL-4, IL-10 y IL-13, reducen la producciéon de citoquinas
proinflamatorias IL-1 y TNF, MMP y prostaglandinas. A su vez estimulan la sintesis de TIMP y IL-1ra.

La IL-1ra se une a los receptores especificos de IL-1, bloquedndolos e impidiendo la accion de IL-1. Existen varias
isoformas, las secretadas (slL-1ra) y las intracelulares (iclL-1ra), producidas por condrocitos, fibroblastos sinoviales,
neutrdfilos y macréfagos. Los inhibidores tisulares naturales de las metaloproteinasas (TIMP) a nivel articular pueden
ser sintetizados por diversas células entre las que se incluyen condrocitos y sinoviocitos. Cuando se unen a las MMP
actuan formando un complejo inactivo. Las proteinasas (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) son
metabolitos del acido araquidénico que estan producidos por las células inflamatorias, los condrocitos y los
sinoviocitos. Estas sustancias estan presentes en las articulaciones inflamadas a consecuencia de las citoquinas
catabdlicas (IL-1B y TNF). PGE; participa en el proceso inflamatorio desencadenando vasodilatacién, reduciendo el
umbral del dolor, estimulando el activador del plasminégeno y la degradacién de PG. Por otra parte tiene efectos
antiinflamatorios e inhibe la expresion de algunas citoquinas catabdlicas (IL-1 y MMP). Se desconoce el balance neto
de esta doble actividad. Los leucotrienos causan vasodilatacion e intervienen en la quimiotaxis.

IL6
PGE, I8 PGE,

IL1ra
ITNF-R
L4
1L10
IL13

degradacién sintesis MEC

Fig. 6. Mediadores del balance anabdlico-catabdlico del cartilago
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La membrana sinovial es decisiva en el mantenimiento de la homeostasis articular porque
permite el intercambio de nutrientes y subproductos metabdlicos entre la sangre de los capilares
de la membrana y los tejidos articulares. La eficiencia de este intercambio depende de la
densidad y buen estado de una amplia red capilar que se prolonga emitiendo una arteriola
central a lo largo de las vellosidades. Estas son fundamentales para el intercambio de sustancias
y para la produccion de acido hialurénico.

La membrana estd formada por dos capas, la subintima, muy vascularizada e inervada,
constituida por tejidos fibroso y graso y la intima con un espesor equivalente al de 1 a 5 estratos
de células, sinoviocitos A responsables de la fagocitosis de particulas no deseadas y sinoviocitos
B que segregan proteinas, principalmente segregan hialurdnico, coldgeno, lubricina, prometalo-
proteinasas de la matriz (pro-MMP), interleukinas y eicosanoides (PGE,).

La secrecidn de proteinas se enmarca dentro del equilibrio anabélico-catabdlico de la articulacién
sana. Su desequilibrio puede inducir el desarrollo de la enfermedad articular.

La membrana sinovial es el tejido con mas capacidad de reaccidn inflamatoria expresada con
cambios hipertréficos e hiperplasia vascular, acompafiados de infiltracion leucocitaria. La
membrana inflamada puede liberar proteinasas y citoquinas que pueden acelerar la destruccién
de cartilago o de hueso. Cerrando el ciclo, los propios productos de degradacién del cartilago
provocan la liberacidon de mas colagenasas y otras enzimas hidroliticas por la sinovial.

Esta cascada bioquimica desencadena la liberacién de IL-1B y TNF-a que incrementan la espiral
inflamatoria. La artrosis erosiva representa un estadio mas avanzado con mayores niveles de
proteinasas y citoquinas.

La inflamacidn sinovial puede estar presente en todas las fases de la enfermedad y extenderse al

conjunto de la articulacidn, incluso en las formas que presentan estudios radiograficos normales
(Chevalier 1998; Richette 2005).

El acido hialurdnico (HA) es un elemento fundamental del liquido sinovial que actia como
lubricante de las superficies articulares y contribuye a regular la composicién quimica del medio,
excluyendo de su composicién a otras proteinas y leucocitos; este efecto excluyente tendria lugar
a nivel de la membrana sinovial. La concentracion y el peso molecular del HA son decisivos y
repercuten en estas funciones.

El HA esta claramente relacionado con la nocicepcion; disminuye los impulsos nerviosos
evocados por el movimiento de las articulaciones inflamadas y también disminuye la sensibilidad
nerviosa de los canales de iones.

Tiene efectos antioxidantes y puede actuar como antiinflamatorio. Suprime la produccién de
TNF-a e inhibe la expresiéon de IL-1B y estromelisina (MMP-3) y estimula la sintesis de TIMP-1.
Atenua la sintesis de PGE; por parte de los sinoviocitos y condrocitos. Reduce los niveles de acido
araquiddnico, algunos leucotrienos y la produccidn de PGE; inducida por IL-1a.

Regula la migracion de linfocitos y polimorfonucleares inducida por el leucotrieno B4, asi como
la fagocitosis, la degranulacién y la perjudicial adhesién de los neutréfilos al cartilago.

Puede tener efectos directos o indirectos sobre la sustancia P, inhibiendo la permeabilidad
vascular que se ve incrementada por esta.

La fragmentacion del HA en el liquido sinovial estimula la expresion de MMP y receptores CD44.
Por tanto, la despolimerizaciéon del HA del liquido sinovial que ocurre en la artrosis puede
contribuir al incremento de enzimas degradantes y da sentido a la utilizacién clinica del HA
exogeno, ya que éste estimula la produccion de HA enddgeno.
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Muchos de los efectos del HA evaluados in vitro dependen de la concentracién y peso molecular
(PM) del mismo. Se ha sugerido que los efectos de los preparados de HA con un PM superior a
1x10E6 Da son clinicamente mejores. Los estudios in vitro que analizan los efectos del HA sobre
los condrocitos y algunos estudios clinicos también parecen corroborar esta opinion; sin
embargo, es posible que cuando se desea un efecto mas alla de la superficie cartilaginosa, tal es
el caso del hueso subcondral, ligamentos o meniscos, los preparados de bajo peso molecular
sean mas apropiados porque difunden mejor.

Otra parte de la composicién del liquido sinovial procede del plasma, microfiltrado a nivel del
endotelio de la capa subintima permitiendo el paso de moléculas de un tamafio no superior a 10
kDa (glucosa, oxigeno, CO,, proteinas, etc).

En condiciones normales, el liquido sinovial presenta una celularidad baja, se admiten hasta 500
células por microdecilitro.

El hueso subcondral proporciona un soporte estable al cartilago articular. Se estructura como
hueso cortical con canales haversianos dispuestos paralelamente a la superficie articular que
expanden la irrigacién hasta el cartilago calcificado. Es mas deformable que la cortical diafisaria
y experimenta remodelaciones como respuesta al ejercicio.

Auln no esta claro si las citoquinas del hueso subcondral son las que activan el proceso de la
artrosis o bien representan una respuesta a una sobresolicitacion mecdanica, a sustancias
originadas en el cartilago o la membrana sinovial pero se acepta que la alteracion de las funciones
de reabsorcion y remodelacién de los osteoblastos y osteoclastos pueden desequilibrarse y
participar e incluso intervenir como causa primaria en el desarrollo de la artrosis.

IGF-1 y TGF-B se encuentran incrementados en las zonas con osteofitos. Estos factores de
crecimiento contribuyen a su formacién y a la remodelacion dsea.

El VEGF estimula la angiogénesis en el hueso subcondral siendo este proceso independiente del
estimulo sobre la vascularizacidon en la membrana sinovial.

El 6xido nitrico (NO) también estd relacionado con las funciones de la célula ésea

La isoforma endotelial ecNOS se expresa en el hueso e interviene en la regulacion de la actividad
osteoblastica y formadora de hueso bajo la influencia de las cargas mecanicas. Actda junto con
las prostaglandinas estimulando la formacién de hueso e inhibiendo la resorcién dsea.

La isoforma iNOS es la mas estudiada en patologia articular. Estimula la actividad de MMPs e
interfiere en la expresion de IL-1ra por los condrocitos.

La sintesis de colageno Il y proteoglicanos por los condrocitos se inhiben si se crea las condiciones
bajo las cuales se incrementa la produccién de iNOS.

Por otra parte IL-1y TNF inducen iNOS en las células éseas, lo que potencia una pérdida de hueso.

Los ligamentos y capsula periarticular proporcionan estabilidad a la articulacion.

La inervacidn acompaiia a la estructura vascular de estos tejidos.

Su metabolismo estd influenciado por la actividad, de tal manera que el ejercicio los hipertrofia
y la inactividad los atrofia. Dependiendo del tipo y rango de movimiento, los ligamentos y la
capsula se relajan y tensan en determinadas posiciones de flexién y extensién. Esta adaptacidn
puede reducirse si hay un exceso de deposicidon de tejido fibroso.
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1.3. ARTROSIS

Como puede entreverse en la lectura de los apartados anteriores, el factor concreto que
desencadena esta patologia es de dificil identificacion. Sin renunciar a desencadenantes
mecanicos como la sobrecarga ponderal o la desalineacién de la extremidad, argumentada y
afrontada clasica y especialmente en el dambito de la cirugia ortopédica, se acepta que la
degradacion del cartilago deriva de la interaccion de una gran variedad de factores que llevan a
alterar el fenotipo de los condrocitos, la sintesis de moléculas que impiden la correcta
estructuracion de la MECy el aumento de enzimas catabdlicos que desequilibran la balanza entre
sintesis y catabolismo en beneficio de la segunda.
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Fig. 7. Pérdida de celularidad, PG y colageno en el proceso evolutivo de la artrosis

Muchos argumentos sugieren la extension de la enfermedad en «manto», a partir de una lesién
focal. El cartilago adyacente a las lesiones focales artrésicas no es normal, en él se observa una
aceleracion del turnover de los colagenos con aumento de expresidn de colagenasas y aumento
de la expresion de muchos genes de sintesis (Wu 2002).

Los mecanismos de reparacion intrinsecos son muy limitados debido a la dificultad de los
condrocitos para multiplicarse y reparar las lesiones.

El término «matrix flow» describe la propagacion de condrocitos y matriz cartilaginosa desde la
periferia de la lesién hacia el centro de la misma en un intento de rellenar el defecto. Se acepta
que el éxito de su efecto reparador depende de la superficie y espesor afectados y en cualquier
caso la reparacién se efectia por medio de tejido fibrocartilaginoso cuyas propiedades
funcionales y caracteristicas histoldgicas son de inferior calidad que las del tejido original.

Los mecanismos extrinsecos se basan en la aportacion de células y otros factores no procedentes
del cartilago, sino del hueso subcondral. El intento de emular este mecanismo natural es lo que
justifica la perforacidon del hueso subcondral o microfractura quirurgica (micropicking) con
intenciéon de procurar la llegada de células indiferenciadas y factores de crecimiento que
estimulen la reparacion.

El progresivo conocimiento de estos aspectos, digamos biomoleculares, incentiva el apuntar a
nuevas dianas terapéuticas que pueden abordarse de forma aislada, sin perjuicio de asociarse a
otros procedimientos quirdrgicos como son las osteotomias de realineacién u otras actuaciones
quirargicas clasicas.

Este estudio se ha desarrollado en este ambito conceptual pero abordando el problema desde
una Optica exclusivamente bioldgica, entendiendo que sea cual sea la causa, cuando se
desencadenan los procesos degradativos, se liberan residuos de componentes de la MEC vy
particulas de desecho que promueven una reaccién inflamatoria de la membrana sinovial con
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importante infiltracién de linfocitos T y monocitos, lo que supone una cronificacién y entrada en
el bucle inflamacion/degradacion.

El papel de células inmunitarias en el desarrollo de artrosis es reconocido (De Lange-Brokaar 2012).
En el liquido sinovial de articulaciones artrdsicas también se han encontrado exosomas derivados
de células CD4+, CD19+ y CD14+. Son pequefias particulas, de entre 30 y 100 nm, liberadas por
las células a través de la membrana citoplasmatica. Contienen proteinas, RMN mensajero y micro
RNAs que juegan un papel mediador en la intercomunicacién celular. Los exosomas de
fibroblastos sinoviales activados inducen cambios artrésicos en condrocitos articulares (Kato 2014).

Grados de artrosis segiin Mankin
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Estadiaje segun Otte

Fig. 8. Clasificacion de la artrosis segun Mankin comparativa con el Estadiaje seguin Otte

En los inicios del proceso degenerativo, los condrocitos proliferan y se incrementa la sintesis de
la MEC por una accién conjunta de FC de forma parecida a la respuesta reparativa que ocurre en
las lesiones subcondrales. Pero a la vez que ocurre esta respuesta proliferativa celular se observa
una degradacion de la matriz porque los nuevos PG tienen una composicién anormal. La red de
colageno se rompe permitiendo a los PG retener mayor cantidad de agua de lo que resulta el
edema del cartilago que se describe en la fase | de la artrosis.

En la artrosis avanzada la presencia de PG disminuye y se produce un descenso del contenido de
agua y por tanto la pérdida de las propiedades biomecdanicas fundamentales del cartilago que le
confieren elasticidad y resistencia a la compresion. Se evidencia la necrosis de los condrocitos y
se incrementa la actividad catabdlica deteniéndose la sintesis de MEC. El coldgeno tiende a la
desorganizacién y desintegracion. Los condrocitos son entonces sometidos a mayor estrés
mecanico cerrandose el circulo vicioso y acelerandose el proceso de degradacion.

En el cartilago artrdsico se observa un incremento significativo de condrocitos apoptdticos en
relacidn con el cartilago no artrdsico.

La existencia de células apoptdticas impide el mantenimiento, la integridad y la homeostasis y de
ello deriva el deterioro del cartilago (Borrelli 2006). En la articulacién artrésica se detectan pues
cantidad de citoquinas proinflamatorias caracteristicas de la artrosis (IL-1, TNF, IL-6, IL-8, IL-17)
que participan directamente de la erosién/degradacion del cartilago y a su vez activan la sintesis
de otras citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-17, IL-8...) y de enzimas catabdlicos (MMP) que inhiben
la sintesis de coldgeno tipo Il y PG.

Otras citoquinas y moléculas, como ON, PGE; y una gran variedad de enzimas degradativos
participan en este proceso que la terapia regenerativa intenta controlar y si es posible revertir
aportando al foco artrésico elementos de origen biolégico con suficiente potencial
antiinflamatorio y anabolizante (Fernandes 2002; Goldring 2004; Buckwalter 2006; Aigner 2007).
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1.3.1. Manifestaciones clinicas

1.3.1.1. Dolor

El cartilago articular no esta inervado y no puede generar dolor por si mismo; el dolor deriva
basicamente de alteraciones de la capsula articular o del hueso subcondral que son ricos en fibras
nerviosas (Dieppe 1995). Por otra parte las técnicas de imagen utilizadas en el diagndstico,
especialmente la radiografica, no definen con precisién el grado de alteracién alcanzado. No
existe pues correlacién entre el dolor y el grado de artrosis.

Fibras nociceptoras mielinicas y amielinicas detectan los estimulos que dafan la integridad
corporal. Las primeras son responsables del dolor agudo, las fibras amielinicas son responsables
del dolor mas persistente.

El dolor de la rodilla aparece al levantarse de unasilla, subir y bajar escaleras, caminar por terreno
irregular, arrodillarse o ponerse en cuclillas. Ocasionalmente pueden presentarse episodios
inflamatorios, de mayor o menor duracién, con derrame articular que provocan mayor dolor e
impotencia funcional, en ocasiones los sintomas son muy dispares en relacion a la severidad de
los cambios estructurales.

La artrosis puede afectar el cartilago de todos los compartimentos de la rodilla; femorotibial
medial, lateral y patelofemoral, a dos o sélo a uno de dichos compartimentos. En cualquier caso
la artrosis debe contemplarse como una enfermedad que afecta a la globalidad de la articulacién.
La afectacidon del componente femoropatelar es mas frecuente en mujeres menores de 40 afios
y suele ser bilateral y simétrica. Cuando da sintomas es caracteristico el dolor en la region
anterior de la rodilla que se desencadena al extender la rodilla o al subir y bajar escaleras.

La afectacién femorotibial suele ser al principio unilateral pero con la evoluciéon de la enfermedad
pueden afectarse ambas rodillas.

Al producirse el deterioro estructural que el organismo interpreta como agresién, las células del
sistema inmunoldgico y las células lesionadas liberan localmente sustancias sensibilizadoras de
los nociceptores, como histamina, iones potasio, serotonina y PGE,. Como consecuencia de estos
estimulos, las terminaciones sensoriales liberan neuropéptidos.

La sustancia P liberada actua a través receptores de células endoteliales de los capilares y
estimulando la liberacion de histamina por parte de las células plasmaticas, contribuyendo asi a
la extravasacion de plasma y provoca una intensa y duradera vasodilatacién.
Niveles elevados de sustancia P pueden estimular la liberacidon de citoquinas proinflamatorias,
IL-1y TNF, por parte de los monocitos. Pero esta secuencia también puede ser descrita de forma
inversa, cerrando un circulo vicioso, ya que TNF-a, IL-1B y IL-8 inducen la liberacidn de sustancias
sensibilizadoras de los nociceptores.

La cadena de acontecimientos puede perpetuar un ciclo de «inflamacién neurogénica», que ha
de entenderse como que la respuesta inflamatoria es modulada en parte por una comunicacién
bidireccional entre el cerebro y el sistema inmune. Esto incluye la puesta en marcha de
mecanismos hormonales y neuronales por medio de los cuales el cerebro regula la funcién del
sistema inmunitario y, en sentido contrario, las citoquinas permiten que el sistema inmune regule
el cerebro. Un ejemplo de esta relacién es que la simpatectomia articular se asocia a una
disminucién de la inflamacion.

Actualmente, una parte de la investigacion que se desarrolla en este ambito con finalidad
terapéutica estd dirigida a interceptar estas secuencias y determinar puntos de bloqueo y
antagonistas de factores nocivos.
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1.3.1.2. Derrame sinovial

Revela un desequilibrio entre la produccién, es decir la circulacién sanguinea, y la evacuacion, es
decir la circulacion linfatica pero el grado de efusion sinovial no esta siempre correlacionado con
la gravedad de la artrosis. Pueden producirse derrames de repeticion, refractarios a los
tratamientos habituales sin que obligatoriamente exista una afectacidn avanzada del cartilago
hialino articular.

Aunque la artrosis suele ir acompafiada de cambios en la viscosidad del liquido sinovial debido a
una disminucion de la concentracién de acido hialurdnico y/o degradacidon molecular del mismo,
el contenido en proteinasy la citologia del liquido sinovial tampoco reflejan siempre la afectacion
real de la articulacién.

El estudio de biomarcadores de sintesis y degradacion, asi como de los cristales, presentes en el
liquido sinovial, abre un camino para la deteccidon precoz, la valoracion de la situacién real de la
articulacién y eficacia de los tratamientos.

La circulacion sanguinea a nivel de la membrana sinovial y por tanto la normal produccion de
liguido sinovial puede verse afectada por la presion intrarticular (PIA), la temperatura local, la
movilidad articular, reflejos, tono vasomotor vy la liberacién local de mediadores vasoactivos.

La presién intrarticular (PIA), que normalmente tiene unos valores inferiores a la presidn
atmosférica, ejerce gran influencia sobre la circulacidn sanguinea articular, porque la presion a
nivel de los capilares de la membrana sinovial es muy baja y estos se pueden colapsar facilmente
si se incrementa la PIA.

En una rodilla normal la PIA es de -40 a 100 mm Hg en relacidn a la presiéon atmosférica durante
la marcha. El derrame o la efusion sinovial elevan la PIA.

Si estas alteraciones no se resuelven, la reduccién de la circulacidon sanguinea derivard en otras
consecuencias nocivas tales como hipoxia crénica, fibrosis e hipertrofia sinoviales, progresiva
disminucién de la red capilar de la membrana sinovial, acidosis local, disminucién de la capacidad
de eliminacion de catabolitos, incremento de la produccion de determinados mediadores de la
inflamacidn y dificultades para la difusion de medicamentos administrados sistémicamente.

La practica habitual de ejercicio se considera un aspecto muy importante para el mantenimiento
de la circulacidn articular correcta y de la PIA en valores adecuados porque incrementa el flujo
sanguineo y también el drenaje linfatico.

Sin embargo, a medida que progresa la fibrosis y, por tanto, disminuye la movilidad articular, el
efecto beneficioso del ejercicio se manifiesta en menor medida y en aquellos casos en que la
fibrosis va acompanada de una sustancial reduccién de la red vascular, puede incluso resultar un
factor desfavorable e incrementar la hipoxia local.

1.3.2. Procedimientos diagnodsticos

El diagndstico de la artrosis sigue basandose en la anamnesis y en la exploracidn clinica. Durante
la anamnesis, se evaluan las caracteristicas del dolor —caracteristicas mecanicas o inflamatorias-
la limitacién funcional y la respuesta al tratamiento cualquiera que sea.

Mediante la exploracidn fisica, se evalla la presencia de derrame articular, el grado de movilidad
pasiva y activa, el grado de deformidad local y los ejes de las extremidades.

Las exploraciones de imagen y otras pruebas complementarias permiten asegurar y precisar este
diagndstico y establecer un prondstico evolutivo de la enfermedad, orientar la estrategia
terapéutica que se considera mas adecuada al caso y evaluar el resultado de los tratamientos.
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1.3.2.1. Radiografia

El estudio radiogréfico complementa la exploracién inicial. Cldsicamente los criterios
clasificatorios, utilizados cominmente como diagndsticos, se han basado en la radiografia
simple. La clasificacién de Kellgren y Lawrence (K-L) descrita en 1957 ha sido la mas utilizada
(Kellgren 1957). En nuestro caso sélo se emplea a efectos diagndsticos y clasificacion previa pero no
como un elemento de evaluacidn de la respuesta terapéutica.

Fig. 9. Escala radioldgica de Kellgren-Lawrence (Tomada de Chevalier. EMC 14-003-C-109)

0 Ningun signo de artrosis.

| Dudosa. Osteofito minimo de dudoso significado.

1l Minima. Osteofito definido.

1l Moderada. Disminucién del espacio articular.

v Severa. Gran disminucion del espacio articular. Esclerosis subcondral.

La clasificacion de K-L valora la presencia de osteofitos, esclerosis subcondral, la disminucién del
espacio articular y las geodas e irregularidades corticales, omitiendo la evaluaciéon del
adelgazamiento del cartilago, signo etiopatogénico importante y sensible.

Aunque el adelgazamiento de la interlinea articular se utiliza como criterio de valoracion primario
para evaluar el estado del cartilago y la medicidn de la interlinea articular se ha intentado
estandarizar mediante radiografia simple, la medicién no es ni mucho menos exacta teniendo en
cuenta que puede existir derrame articular, variacion del espacio por la carga y otras
circunstancias que distorsionen la medicion.

En definitiva la evaluacidon radiografica de la interlinea se ha mostrado imprecisa en estudios
longitudinales (Hayashi 2011).

Es ampliamente conocida la disparidad clinico-radiolégica de la artrosis, en virtud de la cual,
pacientes con sintomas tipicos apenas tienen alteraciones en la radiografia simple. Por otro lado,
en la artrosis pre radiografica ya existe deterioro del cartilago y modificaciones del hueso
subcondral, pero la sensibilidad de la técnica no permite visualizarlos (Kijowski 2006).

Sin embargo, a pesar de sus limitaciones, consideramos que la radiografia simple sigue siendo un
instrumento valido y la base de todos los criterios diagndsticos de artrosis.

El hallazgo radiografico mds caracteristico de artrosis es el osteofito. Su patogenia no esta clara,
pero se ha postulado que la proliferacién dsea es la respuesta a una proliferacién de vasos
sanguineos que se dirigen a reparar el cartilago degenerado. También se han relacionado con la
redistribucion de las cargas biomecanicas o como reparacion de microfracturas de estrés de
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hueso marginal articular. La teoria mas aceptada es que su etiopatogenia es multifactorial; el
estrés biomecanico local, FC y citoquinas que estimulan la proliferacién dsea.

La esclerosis subcondral aparece en las areas de sobrepresidn articular mientras que las geodas
subcondrales se deben a dreas de microfracturas de la esponjosa del hueso subcondral y a la
entrada de liquido sinovial bombeado durante la movilizacién de la articulacion. Suelen estar
rodeadas por un area esclerosa.

1.3.2.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La radiografia simple no detecta cambios precoces de la artrosis. Antes que la reduccién de la
interlinea pueda ser detectada, el cartilago ya ha reducido su volumen un 11-13% (Raynauld 2008).

Las ventajas de la RMN convencional respecto a la RX para evaluar los cambios morfolégicos del
cartilago han sido bien establecidas en diferentes estudios (Jones 2004, Raynauld 2008, Conaghan 2011).
Puede visualizar alteraciones morfolégicas como reduccién del volumen del cartilago,
irregularidades del contorno, fisuras y adelgazamiento, sobre todo utilizando tecnologia de alta
resolucion como es la RMN 3T. Sin embargo se acepta que sigue presentando limitaciones y no
parece ser un marcador preciso ni para el diagnéstico ni para el seguimiento de la artrosis (Hunter
2010). El tamafio de los huesos, muy variable entre individuos, el sexo, la edad y el peso incluso
tras el ajuste del IMC, pueden enmascarar una reduccion en el volumen del cartilago, si es el
Unico parametro que se evalUa (Eckstein 2007).

Se han desarrollado técnicas para mejorar la imagen de la RMN convencional para la evaluacion
especifica de la morfologia del cartilago como son «SPGR», «GRE» y «3D-SPGR» pero estas no
proporcionan un contraste fiable entre el cartilago y el fluido y requieren tiempos de adquisicion
muy largos dificultando su aplicacién digamos habitual.

En este intento evaluador morfoldgico del cartilago han surgido nuevas técnicas como «Dual-
Echo Steady-State (DESS)», «Driven Equilibrium Fourier Transform (DEFT)» o «Balanced Steady-
State Free Precession (SSFP)» con supresidn grasa, que han mejorado el contraste, la resolucion
y han reducido el tiempo de adquisicién aunque siguen sin detectar cambios precoces de la
artrosis ni cambios en la matriz extracelular del cartilago (Gold 2009; Trattnig 2011). En este sentido
la aparicién de la llamada «RMN bioquimica» sobre la que trataremos si permite una vision
detallada de la composicion del cartilago y muestra suficiente sensibilidad para registrar
variaciones en el sentido degenerativo o regenerativo.

Ambas técnicas de RMN, convencional y bioquimica, combinadas con la evaluacion clinica,
seguramente representaran en el futuro el abordaje de referencia para establecer el diagndstico
y seguimiento de rutina tras tratamientos con intencién regenerativa del cartilago. De aqui el
interés por las técnicas que se decriben a continuacidn que se utilizan para visualizar y determinar
las caracteristicas de manera no invasiva de la ultra-estructura del cartilago a modo de biopsia
virtual (Welsch 2011, Mosher 2011, Trattnig 2011).

1.3.2.2.1. Biomarcadores

Biomarcador es una caracteristica que puede ser medida de forma objetiva y evaluada como un
indicador de procesos bioldgicos normales, patolégicos o de respuesta a un tratamiento, siendo
susceptible de ser utilizados como variables primarias de resultados y efectividad de ensayos
clinicos (Katz 2004). Segun sea para diagndstico, estadiaje y monitorizacion de una enfermedad y
para determinar la respuesta al tratamiento pueden usarse diferentes tipos de biomarcadores.
(Aronson 2005; Bauer 2006).
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En la articulacion sana existe un equilibrio anabdlico/catabdlico. La alteracidn de este equilibrio,
asociada a la patologia articular, hace que fragmentos o metabolitos de determinadas sustancias
originales y moléculas que tienen un rol en los procesos metabdlicos como citoquinas, proteasas
y enzimas inhibidoras, estén presentes en cantidades anormales indicando que estan inhibidos
o sobreactivados procesos de sintesis o degradacion (Fuller 2001; Rousseau 2012).

Estos indicadores, determinados mediante técnicas bioquimicas o inmunoldgicas, se pueden
encontrar en el liquido sinovial si proceden del cartilago, menisco, ligamentos o membrana
sinovial y también en el torrente circulatorio (suero) y orina si proceden del hueso subcondral o
se incorporan desde el liquido sinovial.

Los biomarcadores pueden ser indicadores de sintesis o degradacién y referirse al metabolismo
del hueso, cartilago, y la membrana sinovial.

Pueden clasificarse en directos (sustancias originales y fragmentos o productos de degradacion
del coldgeno tipo I, Il o PG) o indirectos (sustancias que intervienen en el metabolismo o
integridad de estos tejidos: enzimas proteoliticas y sus inhibidores, FC y citoquinas catabdlicas)
(Mcllwraith 2011; Rousseau 2012).

La interpretacion clinica de los resultados ha de ser cuidadosa ya que la especificidad de tejido,
la velocidad de metabolizacidn y eliminacién, las variaciones circadianas, la edad, el ejercicio y
otros factores que afectan a los niveles de los biomarcadores se desconocen en buena parte
(Frisbie 2008; Van Weeren 2008).

Si no se especifica claramente qué es lo que detecta una determinada técnica analitica, se puede
crear cierta confusidn a la hora de interpretar algunos resultados. Asi por ejemplo, no es lo mismo
detectar la Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) integra que fragmentos de la misma ya
qgue una elevacion o disminucién de los valores puede indicar un proceso patoldgico o todo lo
contrario (Taylor 2006).

1.3.2.2.2. Biomarcadores de Imagen

Han sido definidos como cualquier pardmetro anatémico, fisioldgico, bioquimico o molecular
detectable a través de un método de imagen que ayude a establecer la presencia y/o la severidad
de una enfermedad determinada (Smith 2003).

Las limitaciones de las herramientas actuales para el control de la artrosis han sido el detonante
para identificar biomarcadores especificos que reflejen cambios cuantitativos de la remodelacién
articular. Las investigaciones se centran en los componentes estructurales de la matriz
extracelular, especialmente los marcadores de degradacién del coldgeno tipo Il (Rousseau 2012).
Existen diferentes técnicas de imagen para evaluar la red de coldgeno y el contenido en PG de la
matriz que pueden ser utilizadas en combinacién, tanto en contextos clinicos como de
investigacion, para mejorar la caracterizacion de los cambios que se vayan produciendo en el
cartilago tras tratamientos potencialmente modificadores de su estructura (Hunter 2011,Trattnig
2011). Destacamos las siguientes:

«Delayed Gadolinium-Enhanced MR Imaging of Cartilage (dAGEMRIC)», cuantifica el contenido de GAG
del cartilago en reparacion. Los PG y sus subunidades, los GAG, disminuyen en el cartilago artrdsico y este
método permite evaluar su concentracion en el cartilago articular, basandose en su cargas negativas.
Consiste en inyectar por via intravenosa gadolinio idnico con carga negativa 90 minutos antes de realizar
la exploraciéon de RMN vy efectuar ejercicio para facilitar el paso de contraste a hacia el liquido sinovial. Si
existe una cantidad normal de PG (carga -), el contraste (carga -) sera repelido. Si la cantidad de GAG es
inferior a la normal, el contraste penetra por difusién en el cartilago. Esta mayor captacién en las zonas
alteradas puede representarse en mapas de color (Gray 2008).
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Esta técnica aporta imagenes de alta resolucion y sensibilidad, pero como inconvenientes necesita tiempos
de adquisicion prolongados y comporta la administracién de agente de contraste con el consecuente riesgo
de fibrosis renal.

«Diffusion-Weighted Imaging (DWI/DTI)», captura la media de difusion de las moléculas de agua,
reflejando la estructura del tejido a escalas mucho mas pequefiias que la que proporciona la resolucién de
las imagenes.

En liquidos y gases las moléculas fluyen en un movimiento aleatorio constante. Una gota de tinta azul en
un contenedor de agua acabard tifiendo el agua por completo, este fendmeno es llamado proceso de
difusion. Pero en los tejidos la difusion no es libre, esta condicionada por las membranas que restringen el
movimiento de las moléculas. Esa misma gota de tinta en el interior de un capilar acabara dibujando el
contorno de la pared. Porque el proceso de difusion entre membranas adquiere un patrén anisotrépico,
que refleja la geometria del tejido en estudio. La adquisicion de imagenes DWI/DTI del cartilago in vivo
representa un reto debido a su morfologia y la alta resolucidén que requiere el cartilago (0.5-0.7 mm en
plano).

«Sodium Imaging (**NaRMN)», siguiendo un procedimiento parecido al dGEMRIC es una técnica muy
especifica para detectar cambios en el contenido en PG sin requerir agente de contraste pero requiere
bobinas especiales y tiempos de adquisicion prolongados. Seria Util para detectar cambios tempranos ya
que la deplecion de PG deriva pérdida de iones Na.

«T1p», es sensible a la deplecion de PG pero requiere una gran potencia del pulso de RF. Su aplicacidon
queda limitada a la investigacion.

«T2 mapping», es la técnica aplicada en este estudio, se considera facil de realizar y sensible a los cambios
en el contenido y orientacién del coldgeno y al contenido de agua aunque es menos sensible a cambios
tempranos que suceden en la artrosis como es la deplecién de PG.

Tlp T2 mapping

Fig. 10. Imagenes obtenidas con los distintos biomarcadores de imagen.
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1.3.2.2.3. Concepto de «tiempo de relajacion T2» y «T2 mapping»
Los protones del atomo de hidrégeno se

RMN comportan como un iman. Como los

electrones, describen un movimiento de

r=3 rotacion sobre su eje (spin) generando un

~ campo magnético alrededor de cada nucleo.

y — EF = Sfedistribg}/en en el'espacio rotar?do sobre su
" ! eje, rotacién conocida como «spin», con una

" orientacién aleatoria, en equilibrio dinamico,
anulandose las fuerzas entre si «Fig.11 A».

<D<;>® :I @ @ @ @ " Al someterse al campo magnético de la RMN

@ @ los protones de hidrégeno se magnetizan
temporalmente y se inclinan todos en la

® @ ll @ @ @ @ " misma direccién, se alinean con el campo
— magnético, pero todavia mantienen Ia
é__@_-- rotacion aleatoria sobre su eje «Fig. 11 B».
La suma de vectores de los atomos de
hidrégeno se denomina «magnetizacion
longitudinal» o «T1». Manteniendo un
campo magnético constante, se aplica un
breve pulso de radiofrecuencia (RF), cambiando la magnetizacion longitudinal a magnetizacion
transversa o T2 «Fig. 11 C». Al cesar el pulso de RF se produce un cambio al estado previo «B»,
en un proceso denominado relajacion. El tiempo transcurrido entre el estado «C» y «B» es el
tiempo de relajacién T2.
En el cartilago las moléculas de agua tienen un margen de movimiento muy restringido, impuesto
por la estructura macromolecular de la matriz extracelular y los tiempos de relajacion T2 son
cortos (Burstein 2009).
Cuando se produce una ruptura de la matriz del cartilago, disrupcion del coldgeno como sucede
en la artrosis, aumenta la movilidad del agua y secundariamente se incrementa el tiempo de
relajacién T2 proporcionalmente al grado de desestructuracion.

Fig. 11. Concepto del tiempo de relajacién T2

Asi pues cambios en la estructura de la red de colageno y el contenido de agua, tanto del cartilago
sano como del cartilago deteriorado, pueden detectarse mediante la determinacion de los
valores T2 (Li 2009, Wiener 2010, Trattnig 2011, Surowiec 2014).

Se ha sugerido que el 60% de la variacion T2 se debe a la orientacidn y organizacién de las fibras
de coldgeno, el resto seria atribuible a la interaccién del agua con la matriz extracelular y otras
macromoléculas (Nissi 2006; Apprich 2010).

Aunque la relacién de los valores T2 con la estructura de coldgeno estd bien establecida, nuevas
evidencias indican que también es sensible al contenido en PG, sugiriendo que la carga negativa
de los GAG influye en la interaccidn de los protones de agua (Keenan 2011; Wong 2013).

Asi pues cambios sutiles en la hidratacion y la organizacion del colageno que son indicadores del
deterioro del cartilago e indicadores de cambios tempranos de artrosis, pueden visualizarse
mediante un mapa de los valores T2 antes de que pueda ser detectada por procedimientos
considerados estandar como son los estudios radiograficos (Gold 2009; Taylor 2009; Welsch 2009).
Tanto estudios en modelo animal como ensayos clinicos humanos correlacionan el incremento
de los valores T2 con los grados de artrosis, validdndolo como un marcador de la estructura de

cartilago hialino para el seguimiento de procedimientos de reparacion del cartilago articular
(David-Vaudey 2004; Dunn 2004; Nissi 2004; Spandonis 2004; Watrin-Pinzano 2004; Eckstein 2007; Burstein 2009,

Weslch 2009; Stehling 2010, Xia 2013).
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Cuando los valores T2 se sitian bajo rango de normalidad diversos autores han demostrado que

se corresponden con fibrocartilago (Salzmann 2009; Welsch 2009; Oneto 2010; Crema 2011; Nieminen 2012;
Baum 2012; Trattnig 2015).

La arquitectura del fibrocartilago traduce en
cierto modo la desorganizacion de las fibras
de coldgeno que conlleva una disminucion del
T2 global (Goetz 2008) y modifica la variacion
zonal de los valores T2. Al evaluar la zona de
unién entre cartilago trasplantado vy el
cartilago hialino sano circun-dante, se ponen
de manifiesto zonas de fibrocartilago

desorganizado en la periferia de la lesidon
(Baum 2012).

Fig. 12. Valores T2 bajos. Las flechas sefalan
zonas de union entre cartilago trasplantado y
cartilago sano que se corresponden con estos
valores.

Pero la disminucion de la media global de los valores T2, siendo un dato sensible, se considera
un dato inespecifico porque indica disminucion del agua libre sin reflejar los cambios bioquimicos
gue estdn teniendo lugar en la matriz del cartilago.

Podria darse el caso que la media disminuya a expensas del incremento de valores bajo el rango
de normalidad, que hemos visto se corresponde con fibrocartilago. Por esta razén es
trascendente establecer el comportamiento de la Desviacién Estandar (DE) y la variacién zonal a
lo largo del tiempo de seguimiento.

La disminucién de la DE, es decir cuando los valores tienden a agruparse alrededor de la media,
implican homogeneidad del tejido. A la inversa, incrementos en la DE se corresponden con
heterogeneidad del tejido (Trattnig 2015). Valores T2 altos y valores heterogéneos definen el
cartilago artrésico (Glaser 2006, Eckstein 2007, Baum 2013).

La correlacidon de valores T2 con cartilago hialino en rodillas humanas se situa en rangos entre 40
a 60 ms (Kim 2014) pero las mediciones dependen de las caracteristicas del dispositivo de RMN
empleado en cada estudio y del protocolo de adquisicidn, razén por lo que deben especificarse
ya que son determinantes.

En nuestros ensayos clinicos, cuyos resultados se adjuntan en publicaciones anexas, hemos ha
considerado el rango de normalidad de 30 a 50 ms dado que el interés inicial se centraba en
demostrar las tendencias al incremento o descenso de valores sin exigir mayor precision.
Actualmente, en practica clinica consideramos el rango de normalidad entre 30 y 45 ms.
Valores T2 mads elevados son tipicos del cartilago deteriorado, indicando alteracion de la red de
coldgeno e incremento del contenido hidrico del cartilago (Baum 2012).

Consideramos que tiene trascendencia clinica el hecho de haber observado una correlacién
positiva entre el descenso de la media de los valores T2 y la mejoria del dolor y la funcionalidad
evaluados mediante la escala WOMAC (Dunn 2004; Baum 2013).
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Fig. 13. Distribucion de los valores de relajacion T2. 30
Obtenidos en mediciones de 9 sujetos sanos.

Se analizaron 88 ROl en cada rodilla. 24 en la rétula, 32 en
los condilos femorales y 32 en los céndilos tibiales.
Media+DE=39.0+6,8 ms (n=792). Se evidencia una DE
pequeiia, tipica de la arquitectura integra del cartilago
(Orozco 2013). Dado que los datos corresponden a
cartilago sano, se observa que los valores se agrupan
siguiendo una distribucién normal (Gaussian fitting
r=0,984), alrededor del valor mas frecuente, en nuestro s
caso 33-34 ms. Este es el valor de cartilago sano que

venimos registrando con mayor frecuencia en nuestra 0.
practica clinica habitual.
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Representar los valores T2 en una distribucion normal puede complementar la media global en
el seguimiento de la artrosis ya que la distribucidon normal evidencia el grado de dispersién de los
valores respecto a la media. Si la distribucion es uniforme traduce homogeneidad del tejido, si
los valores estan dispersos traducen heterogeneidad del tejido (Dunn 2004).

Para referirse a esta variabilidad en los valores T2 se utilizan varios términos en la literatura,
como «entropia» o «varianza». La entropia es la medida del desorden en una imagen, y alta
entropia T2 implica la distribucién menos uniforme de los valores T2. Varianza es la medida de la
distribucién de pixeles alrededor de la media. En sujetos con artrosis, se observa un incremento
de la entropia y la varianza comparado con el cartilago normal, complementando la informacién
de la media global T2. En sujetos sanos la media T2 es mas baja y la varianza (DE) muestra valores
mas homogéneos que en pacientes con artrosis. Estas se incrementan a medida que avanza la
degeneracion (Joseph 2011, Baum 2013).

Si se pretende una evaluacién mas precisa de la 60
estructura del cartilago puede efectuarse una
medicion de valores T2 desde la profundidad hasta la
superficie de su espesor ya que cuando este es sano
se observa un incremento progresivo de los valores T2 30| |
desde la capa profunda a la capa superficial. Es lo que 5,
se conoce como «T2 zonal».

Esta variacidn viene determinada por la distribucion
espacial de la red de coldgeno y destacamos que no se
ve afectada por el contenido en PG (Watrin Pinzano 2005).  Fig. 14. Variacion zonal del cartilago.
El «indice T2 zonal» del cartilago estructurado que es  Imagen cedida por Mrignayani Kotecha
(T2 profundo/T2 superficial), estd comprendido entre ~ correspondiente a un mapa T2 zonal
0,8y 1,2 (Trattnig 2015). obt.enida con tecnol.ogl’a d.e RMN (j.le 9f4 T,
Sin embargo la resolucidon que proporciona la fKth;zlzeofg)lo a la investigacion in vitro.
tecnologia de RMN de 1,5 T, que es la utilizada por

nosotros, no es idonea para esta exploracion (Levitt 2008; Binks 2013). Para estudiar el mapa zonal
con tecnologia de 1,5 T se precisa disponer de cartilago con grosor considerable y a ser posible
de personas jévenes.

La tecnologia 3T aporta la mayor resoluciéon que en este momento es aplicable en practica clinica
pero no ha estado a nuestra disposicidn durante el tiempo de realizar este estudio.

50
40

10
0
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La localizacion del cartilago estudiado es otra variable importante a considerar.

En cartilago sano de personas con normoeje de la extremidad, las zonas de mayor carga, cuentan
con una zona radial rica en PG que fijan el agua y restringen su movilidad condicionando un valor
T2 menor (Eckstein 2008, Raynauld 2008, Burstein 2009, Eckstein 2010, Buck 2011, Surowiec 2013, Bae 2015). ES
decir el valor T2 muestra una correlacidén negativa con el espesor del cartilago (Dunn 2004; Hannila
2009), aspecto que hemos corroborado en nuestra muestra de pacientes (Fig. 15)

Cuando el proceso artrésico progresa van aumentando a su vez los valores T2.

Un analisis realizado tras el primer afo de seguimiento de la cohorte del estudio de la OAI
encontré una pérdida anual del 2% del volumen, siendo la pérdida mayor en cdndilo femoral
medial, seguido por la zona mas externa del condilo tibia medial (Eckstein 2009; 2011, Hunter 2010,
Wirth 2009, 2010; Buck 2013; Jgrgensen 2013).

FEMUR
1570 2.1 Sley 108 226 137
42 38
TIBIA 1.58 Anterior

1.73 /

Lateral 1.88 Medial
2118 2.33 1.47
1.58 2.02
31 37
2.05 1.48
Posterior

Fig. 15. Espesor del cartilago normal (mm) y T2 (ms) para distintos compartimentos.
(Reichenbach 2009). Los valores T2 en ms se representan en numeros de color verde. Tomados
de una muestra de 7 personas sanas, sin signos de artrosis (ITRT).

La RMN cuantitativa ha supuesto pues un avance importante en la investigacion de la artrosis
convirtiéndose en una herramienta indispensable para la investigacién epidemioldgica y el
desarrollo de terapias modificadoras de la estructura del cartilago ya que esta técnica permite
evaluar el cartilago de forma no invasiva y proporciona medidas de resultado muy sensibles,
evitando la necesidad de realizar una artroscopia o una biopsia (Eckstein 2007; Welsch 2009; Crema
2011). En la actualidad, las medidas de los tiempos de relajaciéon T2 son los biomarcadores no
invasivos mas utilizados en investigacidn para la evaluacion del cartilago articular y el proceso de
reparacion del cartilago, considerados los mas fiables y menos controvertidos en la literatura
(Mosher 2011; Joseph 2012; Nishioka 2012; Baum 2013; Wong 2013; Jungman 2014).

En el marco de un acuerdo entre la «Osteoarthritis Research Society International (OARSI)» y la

«Federal Drug Administration (FDA)», se ha creado un grupo de investigacion para el desarrollo
de biomarcadores especificos para el diagndstico y seguimiento de la artrosis y la evaluacién de
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la eficacia de nuevos farmacos modificadores de la artrosis, la «<OARSI-FDA Biomarkers Working
Group» (Kraus 2011; Bai 2011).

La «Osteoarthritis Initiative (OAI)» es una organizacién creada bajo los auspicios de la National
Institute of Health (NIH) y bajo la asesoria y control de la FDA con el objetivo de analizar el
comportamiento evolutivo de la gonartrosis y la eficacia de sus terapias.

El grupo de trabajo esta compuesto por equipos de las universidades de Ohio, Pittsburgh y
California y actan como co-sponsors: Glaxo Smith Kline, Merck, Novartis y Pfizer. Este consorcio
realiza un estudio multicéntrico observacional consistente en el seguimiento anual mediante
analitica, radiografias y T2 mapping de 4.800 personas, divididas en varias cohortes. 3.500
personas bajo estudio son asintomaticas, de las cuales el 68 % presenta factores de riesgo de
sufrir artrosis; 1.300 personas presentan artrosis establecida.

Se han publicado datos tras 6 afos de seguimiento de este estudio a gran escala que incluye
rangos de normalidad para diferentes técnicas de diagndstico por la imagen (Joseph 2015). Por el
momento el estudio confirma la regla del progresivo deterioro de la estructura cartilago artrdsico
cifrable mediante T2 mapping en un 4-6% anual (Eckstein 2006; Link 2011; Hunter 2011, Baum 2013).

1.3.2.2.4. Técnica de RMN T2 mapping aplicada en este estudio

En nuestro estudio evaluamos el valor obtenido en el seno del cartilago sin precisar las
variaciones habidas en cada zona, considerando que es una medida suficiente para establecer la
tendencia significativa ya sea en sentido de degeneracién o de regeneracion. La media de valores
de relajaciéon T2 (ms) se determind en 88 regiones de interés bien definidas (ROI), incluyendo el
cartilago rotuliano (24 ROI), condilos femorales (32 ROI) y condilos tibiales (32).

Para analizar los resultados del ensayo, los valores se promediaron en cada zona y los superiores
a 50 ms, que representan mala calidad, remodelacién o tejido inflamatorio, se consideraron para
calcular el PCl o «Poor Cartilage Index» (expresado como porcentaje de todos los valores
obtenidos en las 88 regiones de interés). Los valores superiores a 99 ms no se utilizaron para los
calculos. Para el PCI, el 100% representa el valor PCI peor posible y valores por debajo del 5% se
consideran saludables.

Fig. 16. Ejemplo de Mapa T2. La imagen muestra el mapa T2 de un paciente antes del tratamiento con MSC
(izquierda) y 12 meses posteriores al tratamiento (derecha). La escala utilizada en este ejemplo es de 40ms-
100ms. Valores T2 bajos aparecen en azul y valores T2 elevados en rojo. Las zonas «en vacio» de color gris
estan por encima de la escala indicada.

A los 12 meses se observa una disminucidon de los valores T2. Los valores superiores a 100ms han
descendido a 60ms (azul-verde) y valores que estaban entre 60-70ms (verde) son ahora «invisibles» a esta
escala (<40 ms).
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1.3.2.2.5. Caracteristicas del dispositivo de RMN

Las caracteristicas del dispositivo que se utiliza en cada estudio en particular deben especificarse
ya que son determinantes en el registro e interpretacion de resultados.

Para realizar este tipo de técnica in vivo se requiere una bobina multicanal con un escdner de
minimo 1,5T que pueda realizar un mapa T2.

Secuencias de evaluacion global del cartilago y medidas cuantitativas de la morfologia del
cartilago han sido validadas in vitro e in vivo y ya estan disponibles mediante escaneres 1.5T y
3.0T (Dardzinsky 1997; Smith 2003; Dunn 2004; Nissi 2004; Li 2009; Welsch 2009).

Nuestros estudios son llevados a cabo en el Servicio de Resonancia Magnética de Clinica del Pilar
de Barcelona, bajo responsabilidad de la Dra. Marina Huguet.

La técnica se realiza con un equipo de 1,5 T de General Electric con gradientes de 40 mT/m,
utilizando una antena de 4 canales especifica para el estudio de rodilla.

1.3.2.2.6. Protocolo de Adquisicidn.

Se inicia la exploracién con el protocolo estandar de rodilla, incluyendo las secuencias sagital T1,
axial T2, sagital gradiente de eco y coronal densidad T2.

Se afade la secuencia especifica T2 mapping en el plano axial para el estudio de la articulacion
fémoro-patelar y en el plano sagital para la articulaciéon fémoro-tibial.

Los parametros de adquisicion de la secuencia T2 mapping para el plano axial son: TR 1000,
TE:13.1, 26.2, 39.3, 52.4, 65.5, 78.6, 91.7, 105; FOV: 180 x 180 mm; Frecuencia 288; Fase 288;
bandwith 15.63. La secuencia dura aproximadamente unos 10 minutos.

Para el plano sagital, la secuencia T2 mapping muestra los siguiente pardmetros: TR 1375;
TE:10.8, 21.6, 32.4, 43.2, 54, 64.8, 75.7, 86.5; FOV: 180 x 180 mm; Frecuencia 288; Fase 288;
bandwith 20.83. El tiempo de adquisicion de dicha secuencia alcanza los 13 minutos.
El postprocesado de la imagen se realiza gracias a un software especifico, que calcula el tiempo
de relajacion T2 en milisegundos (ms) de las distintas regiones del cartilago.

En cada rodilla se determinan 88 regiones de interés bien definidas (ROI), incluyendo las dos
facetas rotulianas (24 ROI), condilos femorales (32 ROI) y condilos tibiales (32 ROI).

Ajustando la ROI en el seno del cartilago, obtenemos un valor cuantitativo de relajacién T2 en
cada localizacién especifica que nos sirve de referencia para estudios comparativos en controles
posteriores. Los datos del estudio inicial, las areas de interés y los resultados en cada localizacién,
son grabados en formato digital, para poder ser comparados con los estudios de seguimiento.

1.3.2.2.7.1. Calculo de variabilidad del dispositivo (RMN)

A un voluntario sano se le realizaron tres RMN de rodilla sucesivas en el tiempo, sin intermediar
ningun lapso. Se obtuvieron tres medidas de cada ROl del mapping (FES1 a TIL4). La matriz de
datos se formé por 88 filas y tres columnas. Para valorar la dispersion de las medidas realizadas
en un mismo individuo se siguié el siguiente razonamiento:

El mejor método para acercarse al verdadero valor de lo medido es que la medida se haga
independientemente varias ocasiones y luego promediar los valores obtenidos. Los errores
accidentales se compensan haciendo varias medidas. Asi pues la mejor estimacion del
verdadero valor de cada medida sera la media de los tres valores observados (MedVALOR). Para
averiguar la dispersién o variabilidad de estas medidas se calcularon las desviaciones de cada
medida respecto a la media de las tres medidas en valor absoluto, o sea, sin tener en cuenta el
signo de la diferencia sino la distancia que hay hasta la media.
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Se calculo esta desviacidn en tanto por ciento de la auténtica medida que su mejor estimacién
es la media (MedValor), para las tres medidas DIF (1-Med), DIF (2-Med) y DIF (3-Med).

DIF (1 — Med)FESn = i) 100
¢ n= MedValorX

DIF(1 — Med)FES1 = (38— 36667) 100 = 3,636

¢ T 36667 0
DIF(2 — Med)FES1 = (87 = 36667) 100 = 0.909

¢ T 36667 0
DIF(3 — Med)FES1 = (35— 36667) 1100 = 4.545

¢ T 36667 0T

RMN1 RMN2 RMN3 Med

FES1 [EL 37 35 | 36,667 | 3,636 | 0,909 | 4,545 | 3,030
FES2 [ED 34 33 [35333| 10,377 | 3,774 | 6,604 | 6,918
FEs3 R 33 30 | 33,667 | 12,871 | 1,980 | 10,891 | 8,581
FEs4 [T 30 32 |31,000 | 0,000 | 3,226 | 3,226 | 2,151
FEM 1 [P 39 39 (39,333 | 1,695 | 0,847 | 0,847 | 1,130
FEM 2 [P 37 37 [38,000| 5263 | 2,632 | 2,632 | 3,509
FEM3 [ED 30 33 |32,333| 5156 | 7,216 | 2,062 | 4811
..+81

Tabla 1. Fragmento de tabla para calculo de la variabilidad en el analisis de los ROI.

Después de calcular las tres desviaciones en tanto porciento se hallé la media de esta desviacion
o variabilidad (MED-Varia), en el caso de FES1 es 3,03%.
La distribucion de la variable media de las variabilidades en sujeto sano es:

N Minimo Maximo Media Desv. Tip.

MED VAR 10,6667

Tabla 2. Distribucién de las variables en sujeto sano
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Puede calcularse el intervalo de confianza de 95% de la estimacion de la media de esta variable,
siendo

X+ZccdesTip/VN en nuestro caso es 3,485+1,96x 2,19/V(88) 3,85+0,4576

Puede afirmarse que el intervalo 3,021y 3,949 %, tiene una probabilidad del 0,95 de contener la
verdadera variabilidad de estas medidas. Se tomd como medida de esta variabilidad el valor
maximo 3,949 %, redondeando 4%, que corresponde al valor mas extremo para una confianza
del 95%.

Variabilidad del dispositivo (RNM) = 4%

1.3.2.2.7.2. Calculo de variabilidad Intraobservador

Para cuantificar la dispersion o variabilidad de un observador se han medido (valorado) las RMN
de 10 pacientes en dos momentos distintos por el mismo especialista. Asi se ha obtenido una
matriz de 20 X 88 (1760 medidas), que corresponden a 88 ROI.

Para valorar la dispersién se han tomado los dos valores medidos por el observador para cada
variable ROl (FES1 a TIL4). La media de estas dos observaciones es la mejor estimacion del
verdadero valor de esta variable. Calculamos la media de las 880 parejas de observaciones.

Valor Valor Media Dif Variab.
A-Med

Tabla 3. Fragmento de tabla para el calculo de la variabilidad intraobservador

Hallamos la diferencia de cada una de las dos medidas respecto la media, tomard el mismo valor
uno en positivo y el otro en negativo. Tomando esta diferencia en valor absoluto y dividiendo por
la media y multiplicado por 100, tendremos esta variacion en tantos por ciento de la mejor
estimacion del verdadero valor.
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Estadisticos descriptivos

Media Des. Tip.

Variab. 2,83736 2,606353

Tabla 4. Estadisticos descriptivos de la variabilidad intraobservador en ms.
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Fig. 17. Histograma de Distribucion de las variables de 10 pacientes estudiados

Esta variable se distribuye con media 2,873 y desviacidn tipica de 2,606. Calculamos el Intervalo
de Confianza del 95% de la media de esta variable dandonos 2,837 £ 0,172, lo cual nos permite
afirmar que el intervalo 2,6651 y 3,009 tiene una probabilidad de 0,95 de contener la verdadera
media de la variabilidad del observador.

Afirmamos que 3,01 % es el valor maximo de la media de la variabilidad para una confianza del
95%. Para las 880 parejas de valores, 870 contienen valores menores de 90 ms, hemos realizado
el mismo tratamiento de la variabilidad y esta variable sigue una distribucion de media 2.799 y
desviacion tipica 2,524.

El Intervalo de confianza de la media es 2,631 y 2,967. Asi podemos afirmar que 2,967%,
(redondeando el 3%) es el valor maximo de la media de la variabilidad para una confianza del
95% de los valores menores de 90 ms.

Variabilidad intraobservador = 3%

Los valores de relajacidon T2 sélo se consideran un biomarcador fiable si el error de
reproducibilidad es menor que la diferencia entre los T2 de cartilago sano y los del
cartilago artrdsico. Se ha demostrado que los valores T2 en artrosis son al menos un
12% mayores que los del cartilago sano (Li 2009, Joseph 2011, Baum 2012). En nuestro caso
consideramos una variabilidad del 7 %, suma del dispositivo y el observador.
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1.3.2.2.7.3. Calculo de la Variabilidad interobservador

Aunque en este estudio sélo ha actuado con un «observador», especialista en radiologia, para
registro y evaluacion de los datos de las imdagenes de RMN, parece util describir la valoracion de
la variabilidad que sucede cuando el registro de datos lo realizan dos especialistas diferentes.

Para cuantificar la variabilidad entre observadores, participaron dos especialistas en radiologia
con experiencia en valoracién de RMN. A cada uno de ellos se le facilité las mismas RMN de 25
pacientes para su valoracion independiente, sin tener cada uno de ellos conocimiento de los
valores facilitados por el otro especialista.

Por tanto dispusimos de la valoracion de 25 RMN por dos especialistas, la matriz de datos
constaba de 50 filas y 88 columnas dandonos 4400 observaciones.

Para averiguar la variabilidad formamos la matriz donde figurd cada paciente (25) y cada valor
dado por cada observador (RadioA, RadioB) para cada una de las variables (FES1 a TIL4). La media
de estas dos observaciones es la mejor estimaciéon del verdadero valor de esta variable.
Calculamos la media (Media) de las 2200 parejas de observaciones y al establecer las diferencias
entre cada valor y la media obtuvimos el mismo valor pero uno positivo y el otro negativo.
Hallamos la diferencia en valor absoluto de uno de los observadores con respecto esta media lo
dividimos por la media y multiplicamos por 100 para convertir la diferencia en un tanto por ciento
de la verdadera medida (variabilidad de los observadores) VAR (A,B).

RadioA | RadioB | Medida Media Dif(R_A-Med) VarA,B
3

PAC1 30 0 FES1 30,0 0,0 0,000
PAC 2 39 40 FES1 39,5 -0,5 1,266
PAC3 38 36 FES1 37,0 1,0 2,703
PAC4 33 30 FES1 31,5 1,5 4,762
PAC5 43 44 FES1 43,5 -0,5 1,149
PAC6 579 600 FES1 589,5 -10,5 1,781
PAC7 289 279 FES1 284,0 5,0 1,761
PAC 8 190 195 FES1 192,5 -2,5 1,299

Tabla 5. Fragmento de tabla para el calculo de la variabilidad interobservador

Minimo Maximo Media Desv. tip.

2,54194 3,053326

Tabla 6. Variabilidad interobservador

Calculamos el intervalo de confianza del 95% de la estimacion de esta media dandonos los valores
2,54194 + 0,128, lo que nos permite afirmar que los valores 2,414 y 2,670 % tienen una
probabilidad de contener la verdadera media de la estimacidn de la variabilidad entre estos dos
especialistas. Podemos afirmar que el valor mdximo de la estimacién de la variabilidad seria
2,67%, redondeando 3%.

Variabilidad Interobservador 3%
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1.3.3. Tratamientos de la gonartrosis

Los principales objetivos del tratamiento no plantean la regeneracién del cartilago daifado pero
si modificar la sintomatologia aliviando el dolor y el malestar, reducir la inflamacién y minimizar
la incapacidad funcional. También retardar en lo posible la progresién del proceso, modificando
la estructura del cartilago y minimizando la pérdida del espacio articular. Todo ello minimizando
el riesgo de efectos secundarios y de interacciones con otros tratamientos.

Se han propuesto multiples tratamientos que muestran eficacia dispar (Bijlsma 2011). De hecho la
«American Academy of Orthopaedic Surgeons (AAOS)» recomienda solamente el tratamiento
fisico-educacional, el tratamiento sintomatico con AINE y en ciertos casos, la infiltracion local de
corticoides. No existe posicionamiento definitivo sobre el PRP y se esta en contra de la
administracion de HA (Jevsevar 2013).

1.3.3.1. Tratamiento no farmacoldgico

La base de la terapia no farmacolégica de la artrosis la constituye la educacion del paciente y el
ejercicio. Probablemente es el aspecto mas importante coadyuvante a cualquier tratamiento
puesto que repercutird en las acciones que posteriormente se desarrollen. El paciente debe
conocer su enfermedad y las posibilidades evolutivas de la misma, siendo importante transmitirle
gue la enfermedad sélo excepcionalmente es invalidante.

Se recomienda perder peso en los pacientes obesos; un buen control ponderal por si solo puede
obtener una mejoria sintomatica ademas de ralentizar la progresidon de la enfermedad. La
pérdida de peso es la primera opcidn de descarga articular. Cuando se considera conveniente se
refuerza con la marcha entre bastones y otras medidas como plantillas correctoras del varo o
valgo que pueden tener influencia en la distribucién de cargas de la rodilla. El efecto de la
obesidad sobre la artrosis de rodilla no es s6lo mecdnico, también se han implicado factores
genéticos y metabdlicos. Investigaciones sobre las adipokinas sintetizadas por los adipocitos y
cuyos niveles son superiores en las mujeres, indican que estarian implicadas en la destruccion
del cartilago y la aparicién de osteofitos (Pottie 2006).

Alteraciones de la alineacién articular y congruencia articular o una distribucién anémala de las
cargas de presidn, como son en el genu valgo, genu varo, genu recurvatum vy la dismetria de
extremidades inferiores, son factores que favorecen la aparicidén de artrosis; suelen asociarse a
otro factor que es la atrofia del musculo cuadriceps. Actuaciones mediante plantillas ortopédicas
correctorasy ejercicios isométricos de potenciacién de cuddriceps son elementos indispensables
en el arsenal terapéutico.

La articulacion afectada debe quedar protegida de movimientos o esfuerzos susceptibles de
exacerbar la clinica como flexiones constantes, subir escaleras y andar por terrenos irregulares o
con pendientes pronunciadas. Existe poca evidencia sobre los efectos del ejercicio programado
aunque, segun la opinién de los expertos reflejada en las recomendaciones la «Liga Europea
contra las Enfermedades Reumdticas (EULAR)», es el primer tratamiento que se debe instaurar
de acorde con el paradigma: el movimiento favorece al cartilago, la inmovilizacién lo deteriora.
El ejercicio aerdbico de baja intensidad mejora la fuerza muscular, la capacidad funcional y el
grado de actividad fisica; disminuyendo también el dolor y por consiguiente la utilizacion de
farmacos. Por el contrario, el ejercicio de alta competicidon que conlleve traumatismos repetidos
y sobreuso, parece acelerar el proceso artrdsico.

La sobrepresidn articular que puede derivar de la préactica deportiva exigente, actua sobre los
condrocitos y estimula la aparicion de citoquinas pro-inflamatorias que desencadenan la
aparicién de enzimas que degradan la matriz cartilaginosa. Este proceso desencadena la
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aparicion de fisuras, edema y destrucciéon de la estructura de coldgeno y de los PG. La
sobrepresidn del cartilago se produce por causas externas a la articulacién y por aumento de la
rigidez del hueso subcondral que pierde elasticidad y disminuye su funcién amortiguadora de las
presiones sobre el cartilago (Monfort 2006).

La termoterapia con frio y calor ha sido recomendada para el tratamiento inicial en artrosis.
El calor local mejora el espasmo muscular y reduce la rigidez propia de la artrosis (Brosseau 2014).
La aplicacién de calor puede ser superficial o profunda. Mientras el calor superficial se genera
por conduccién -pafios calientes, calor humedo, parafina-, por radiacion -infrarrojos- o por
conveccion -vapor-, el calor profundo se aplica con onda corta, microondas y ultrasonidos.
Segun revision realizada por Cochrane, se observa que no hay diferencias significativas en la
utilizacidn de ultrasonidos versus placebo, ni ultrasonidos continuos versus corriente galvanica,
ni ultrasonidos en pulsos o continuos versus onda corta (Rutjes 2010).

El frio se aplica mediante masajes con hielo o la aplicacion de bolsas de hielo. Los masajes con
hielo consiguen una mejoria estadisticamente significativa de la fuerza y de la amplitud de
movimiento, aunque no del dolor; mientras que con la aplicaciéon de bolsas de hielo no hay
diferencias significativas en el alivio del dolor comparado con placebo (Brosseau 2014).

Se dispone ademas de multiples terapias fisicas: fisioterapia, termoterapia, ultrasonidos, campos

electromagnéticos, fitoterapia y acupuntura, cuyos efectos son dudosos. (Witt 2005; Manheimer
2010; Rutjes 2010; Hawker 2011; Choi 2011; Fary 2011).

1.3.3.2. Tratamiento farmacoloégico

1.3.3.2.1. Farmacos modificadores de los sintomas

Paracetamol

Es una opcién para el alivio sintomatico del dolor si no existe inflamacidn subcondral y/o sinovial
(Jordan 2003). Su perfil de seguridad superior al de los AINE y su bajo coste hacen que sea uno de
los farmacos mds prescritos para el tratamiento de la artrosis.

Se receta con precaucidn en pacientes con enfermedades hepaticas y muy especialmente en los
pacientes endlicos. Dosis superiores a 3 g/dia pueden ser gastrolesivas y también producir
aumento de la presion arterial (Roberge 2003). Por tanto, debe administrarse con precaucién en
pacientes con antecedentes de riesgo.

Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Recomendados cuando el dolor experimentado por el paciente no mejora con paracetamol.
Suele ser un tratamiento preferido por su eficacia, aunque puede presentar multiples efectos
secundarios (gastropatia, toxicidad renal, toxicidad hepatica, alteraciones de la agregacion
plaquetaria, retencién hidrosalina con consecuencia de edemas, descompensacién de
insuficiencia cardiaca e hipertension arterial). El grupo de los coxibs (antiinflamatorios COXs-2)
presentan un mejor perfil de seguridad gastrointestinal en general, asi como una menor
incidencia de ulcera gastroduodenal en particular, sin embargo se han puesto en cuestiéon su
seguridad cardiovascular.

Opioides

Analgésicos narcdticos de accidn central, son un grupo de farmacos usados para el tratamiento
sintomatico de la artrosis con dolor moderado o intenso. Por su frecuencia de uso, podriamos
destacar la combinacion de codeina con paracetamol.

Se recomiendan con precaucion debido a sus multiples efectos secundarios como nduseas,
vomitos, estrefiimiento y vértigo (Kjaersgaard-Andersen 1990).
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El tramadol es un analgésico de accion central que constituye una alternativa eficaz en pacientes
qgue no pueden ser tratados con AINE. Ha demostrado ser eficaz en el alivio del dolor de pacientes
artrdsicos que presentan dolor basal importante o brotes de dolor en los que los AINE se han
mostrado ineficaces.

En los ultimos afos, se ha afiadido el uso de fentanilo y buprenorfina transdérmicos al amplio
espectro de farmacos para el tratamiento del dolor crénico artrésico. Ambos farmacos presentan
un buen perfil de eficacia/seguridad siempre y cuando se realice su correcta prescripcion.

1.3.3.2.2. Farmacos modificadores de la estructura del cartilago (DMOAD).

Condroitin sulfato

Es un glicosaminoglicano sulfatado, que promueve la sintesis de PG. Tiene un importante
tropismo para los tejidos cartilaginosos, efecto antiinflamatorio y carece de efectos nocivos
gastricos, plaquetares y renales (Ronca 1998). Reduce la actividad catabdlica de los condrocitos
inhibiendo algunas enzimas proteoliticas y también es capaz de reducir la sintesis de ON en los
condrocitos articulares humanos artrdsicos. Tiene un efecto positivo sobre el desequilibrio del
hueso subcondral que se produce en la artrosis (Martel-Pelletier 2005) y a nivel de membrana sinovial
aumenta la sintesis de HA enddgeno. Su seguridad estd ampliamente demostrada.

Sulfato de glucosamina

Es el principal componente de las unidades de disacaridos presentes en los PG de la matriz del
tejido conjuntivo. Presenta un discreto efecto antiinflamatorio y sobre la sintesis de PG en los
cartilagos articulares (Miiller-Fassbender 1994). Inhibe algunos enzimas destructores del cartilago.

Diacereina

Tiene un mecanismo de accidn que difiere totalmente de los antiinflamatorios y se basa en la
prevencion de la pérdida de glicosaminoglicanos y de colageno a través de la inhibicién de IL-1.
Ha demostrado sus propiedades como farmaco modificador de la estructura. Presenta el
inconveniente de provocar un alto porcentaje (30-40%) de efectos adversos gastrointestinales.

Analgésicos tépicos
Sélo puede afirmarse que son mas eficaces que placebo en la reduccién del dolor y no tiene los
efectos adversos observados en la administracion por via oral (Eberhardt 1995; Rosenstein 1999).

1.3.3.2.3. Tratamientos intrarticulares

Acido Hialurénico (HA)

Si bien existe debate sobre el efecto real que pueda tener el tratamiento con HA (Samson 2007),
puntualmente de uso no aconsejado por asociaciones médicas (Jevsevar 2013, Mcallindon 2014),
puede afirmarse que las inyecciones intrarticulares de HA tienen potencial efecto terapéutico
sobre el dolor y la funcidon de la rodilla. Los beneficios pueden apreciarse aproximadamente un
mes después de la primera inyeccidn y duran unos seis meses.

Este es el resumen de los resultados de un metaanalisis que incluyd 29 ensayos clinicos,
publicados en revistas cientificas indexadas, evaluadas por pares, en los que en total habian
participado 4.866 pacientes (Miller 2013)

Resulta interesante observar que la fragmentacién del HA en el liquido sinovial estimula la
expresion de MMP. Por tanto, la depolimerizacién del HA del liquido sinovial que acontece en la
artrosis puede contribuir al incremento de enzimas degradantes y da sentido a la utilizaciéon
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clinica del HA exdgeno, ya que éste estimula la produccién de HA enddgeno.

Se ha sugerido que los efectos de los preparados de HA con un PM superior a 1x10° Da son
clinicamente mejores. Los estudios in vitro que analizan los efectos del HA sobre los condrocitos
y algunos estudios clinicos también parecen corroborar esta opinidn; sin embargo, es posible que
cuando se desea un efecto mas alld de la superficie cartilaginosa, tal es el caso del hueso
subcondral, ligamentos o meniscos, los preparados de bajo PM sean mas apropiados porque
difunden mejor.

Por tanto se otorga cierto grado de eficacia del HA en el tratamiento de la artrosis, sin embargo
los ensayos clinicos que han confrontado esta terapia con el P-PRP han demostrado que este
ultimo ejerce mayor control sobre la inflamacién y el dolor, repercutiendo en una mayor mejoria
los sintomas y la recuperacidn funcional articular (Kon 2011, Filardo 2012, Vaquerizo 2013, Liu 2014).

Cortisona

Aunque en estudios controlados con placebo la infiltracién articular de corticoide sdlo fue
superior a éste en las 3 primeras semanas y es un tratamiento no exento de contraindicaciones
y complicaciones, es un recurso terapéutico que se tiene en cuenta en caso de episodios
inflamatorios agudos y si el tratamiento farmacolégico oral falla.

Su uso requiere formulaciones retardadas o de depdsito con menor solubilidad y una mayor
persistencia y duracidn del efecto local. En cualquier caso se desaconseja practicar este
tratamiento de forma repetida.

Orthokine

Existe una modalidad de tratamiento relacionada con las citoquinas que se basa en la obtencién
de suero autdlogo rico en IL-1ra, que actua bloqueando los receptores para IL-1.

Existen varias isoformas de IL-1ra, las secretadas (slL-1ra) y las intracelulares (iclL-1ra) y pueden
ser liberadas por distintos tipos celulares tales como neutrdfilos, macréfagos, condrocitos y
fibroblastos sinoviales. El suero obtenido con este procedimiento (IRAP. Orthokine) contiene,
ademas, algunos FC (FGF-1, HGF, TGF-B1).

Si bien es un procedimiento a considerar, entendemos que exige un trasiego de producto
hematoldgico fuera del centro de aplicacion, una manipulacién sustancial y un almacenamiento
que lo convierte en un producto de caracteristicas farmacoldgicas, «medicamento», que como
tal deberia tratarse y su aplicacién someterse a la normativa que contempla entre otros aspectos
el control de la «trazabilidad» y la «seguridad de uso». (Frisbie 2005, Mcllwraith 1996, Jarloev 2007).

Aspirados de médula dsea y tejido adiposo («fraccién vasculo estromal» «FVS»)

Se han publicado algunos articulos sobre estos procedimientos con resultados positivos que
deben tenerse en consideracion (Mazzoca 2010; Beitzel 2012; Koh 2012,2015).

Administrativamente se consideran una «manipulacidn no sustancial» (Reglamento (CE) 1394/2007) y
como sucede con los autoinjertos pueden aplicarse sin la restriccidon y control que imponen las
terapias avanzadas, evitando la obligacién de obtener datos de eficacia terapéutica y de un
aspecto critico que es la «seguridad de uso» (Turner 2016). Esta deficiencia podria subsanarse si se
exigiera la aplicacién de la regulacion (Ley 29/2006, Directiva 2009/120/CE).

Estos productos suelen basarse en la cantidad de MSC que contienen cuando en realidad sélo
pueden definir una fraccidn celular muy heterogénea entre las que se pueden encontrar escasas
MSC en estado letadrgico Go. La cantidad del digamos «excipiente» es del 95% en el caso de la
mejor recolecciéon de AT-MSC, siendo su composicion muy heterogénea, incluyendo células
hematicas, polinucleadas y detritus celulares susceptibles de generar un cuadro inflamatorio.

En humanos adultos la proporciéon de MSC en médula d6sea (MO) varia de 1 MSC entre cada
10.000 a cada 100.000 MNC. La proporcion de MSC en tejido adiposo es mayor, pudiendo
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obtener mediante centrifugacién fracciones vasculoestromales con un maximo del 5% de
contenido celular mesenquimal aunque también en estado Go. Por esto consideramos que su
posible eficacia deriva de factores plaquetarios y otras citoquinas u exosomas que puede
contener este tipo de suspensiones celulares cuyo contenido mesenquimal se estima por
seleccion y cultivo de una muestra apartada del producto que se aplicd, dotandola de un medio
adecuado para su supervivencia y entrada en ciclo celular. Mientras que las MSC en Gq del
producto realmente administrado competirdan por el oxigeno y nutrientes con las células
acompafiantes que le superan en enorme proporcion.

Hemos debatido estos conceptos en la revista «Arthroscopy» (Soler 2012). Otros autores también
se han expresado en términos parecidos, insistiendo en la imperiosa necesidad de adoptar una
nomenclatura correcta para estos procedimientos que evite la confusidn con la auténtica terapia
con células mesenquimales troncales (Ha 2014; Orozco 2015).

1.3.3.3. Tratamiento quirurgico

Los defectos del cartilago se reparan con tejido de reparacién consistente en tejido fibroso o
fibrocartilago que es biomecanicamente inferior al cartilago hialino y se deteriora rdpidamente
cuando se somete a un ejercicio continuo (Otto 2004).

En un intento de estimular la reparacion, en algunas lesiones del cartilago de grosor parcial y
extensién limitada, se practican perforaciones, abrasiones y microfracturas terapéuticas hasta
llegar a hueso esponjoso subcondral para favorecer la llegada de MSC con potencial
condrogénico procedentes de la médula dsea subyacente al cartilago pero el tejido de
reparacion, si llega a formarse, es histolégicamente diferente al cartilago articular, por lo que la
reparacion es defectuosa (Fickert 2003; Poole 2003).

Fragmentos procedentes de la degradacidon de componentes de la matriz contribuyen a estimular
la expresion de genes proinflamatorios por esto, parece que puede ser util eliminar por via
artroscopica los pequefios fragmentos de cartilago desprendidos -«toilette articular»- o efectuar
el afeitado -«shaving»- del cartilago fibrilante aunque no se fomente la cicatrizacion. Sin embargo
diversos estudios apuntan que este tipo de intervenciones no tienen efectos significativamente
superiores al placebo (Moseley 2002; Samson 2007; Kirkley 2008; Laupattarakasem 2008).

Se ha experimentado con el uso de autoinjertos osteocondrales obtenidos de zonas de aparente
carga minima de la misma articulacion. Sin embargo, se ha demostrado que las zonas donadoras
estdn sujetas a solicitaciones mecanicas mayores a las previstas por lo que son también
vulnerables (Torzilli 1999).

El cartilago de los injertos y el de la periferia del defecto sufren cambios degenerativos y
generalmente no se integran. También puede suceder que la superficie articular enfrentada se
lesione por la incongruencia de la superficie de los injertos y la de la periferia de la lesidn.

La condicidn inflamatoria de la artrosis reconocida actualmente, limita la aplicacién a lesiones
traumaticas u osteocondritis focales, los injertos osteocondrales, el trasplante de condrocitos u
otros recursos de ingenieria tisular que combinan materiales sintéticos biocompatibles vy
biodegradables como estructuras de sostén (Ocelus 2000; Brittberg 2001).

Cuando las dreas degeneradas o lesionadas son amplias, sobre todo si se presentan en ambas
superficies femorotibiales enfrentadas, no parece que ninguna terapia actual pueda ser
realmente eficaz, salvo las paliativas medicamentosas, fisioterapéuticas o rehabilitadoras en
espera de la artroplastia.

Por tanto, aunque se conozcan los mecanismos fisiopatoldgicos de la artrosis y las posibilidades
terapéuticas sobre dianas especificas comienzan a aparecer, puede decirse que por el momento
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sigue aceptandose el aforismo de Hunter segun el cual «una vez que el cartilago se destruye,
nunca se cura» (Hunter 1743).

En algunos casos incipientes y cuando existe uno de los compartimentos femorotibiales indemne,
pueden plantearse osteotomias correctivas del eje de la extremidad con objetivo de descargar el
compartimento afectado pero esta indicacidon suele limitarse a grados de artrosis menos
avanzados por el inconveniente que representa una intervencion previa sobre una probable
futura artroplastia. En determinadas afectaciones rotulianas pueden también plantearse
intervenciones de descarga o realineaciones actuando sobre partes blandas.

La sustitucion protésica ha representado uno de los mayores avances logrados por la cirugia
ortopédica. Cuando la destruccién articular es importante, la proétesis total de rodilla puede
permitir al paciente volver a desempefiar sus actividades diarias pero esta cirugia articular mayor,
especialmente en pacientes jévenes, sélo se recomienda en casos extremadamente invalidantes
y cuando el tratamiento digamos conservador haya fracasado (Jevsevar 2013; Bijlsma 2011).

1.4. TRATAMIENTO CON PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

Las plaquetas, en respuesta a determinados estimulos, liberan citoquinas y otras proteinas
sefializadoras con funciones biolégicas fundamentales. Algunas de estas proteinas reciben el
nombre de «Factores de Crecimiento (FC)».

«Citoquinas» es un término impreciso aunque muy utilizado que define proteinas pequefias que
una vez liberadas por la célula al espacio extracelular afectan al comportamiento de otras células.
Es un término muy genérico que se refiere por lo general a interleuquinas, linfoquinas,
quimioquinas y otras moléculas de sefalizacién relacionadas como TNF e interferones.
Generalmente no suele referirse a los FC como citoquinas con la Unica excepcién del TGF.
De todos los FC liberados por las plaquetas, los que se encuentran en mayor concentracién, cuya
estructura y funcién ha sido ampliamente estudiada son el PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor) y el TGF-beta (Transforming-Derived Growth Factor). Estos FC se comportan como
proteinas sefializadoras que regulan procesos celulares clave como la diferenciacién, la
mitogénesis y la quimiotaxis, estos mecanismos son clave en los mecanismos de regeneracion de
los tejidos del aparato locomotor.

La composiciéon del PRP es compleja ya que, ademas de las plaquetas, contiene algunos
eritrocitos, leucocitos, MSC circulantes y varias proteinas séricas, como el fibrindgeno, fibrina,
fibronectina, vitronectina y trombospondina, que intervienen en el proceso de curacion.
Sin embargo, el componente que motiva mas interés son los FC plaquetarios contenidos en los
granulos a y que se liberan durante el proceso de activacion plaquetaria. Tras la administracién
del PRP, se estima que la liberacién de los FC se va produciendo durante las siguientes 92 horas,
si no se afiade ningun activador plaquetario como el Cl,Ca antes de la administracion.
Los FC se unen a los receptores tirosina-kinasa (TKR) de las membranas celulares. Los TKR son
proteinas que, desde la membrana citoplasmatica, se extienden hacia el interior del citoplasma
de la célula. Tras la unién FC-TKR se activan proteinas mensajeras en el citoplasma mediante una
reaccién en cascada. Estas proteinas llegan al nicleo y activan los genes responsables del control
de la division celular. En consecuencia, se induce la transcripcion de RNA-m, produciéndose una
respuesta bioldgica que inicia las cascadas bioquimicas que inducen la reparacién/regeneracion
tisular. Se desconoce la duracion de la unién FC-TKR.

Los FC pueden tener tres mecanismos de accién diferentes. Pueden actuar de forma paracrina
estimulando célula vecina; autocrina actlan sobre si mismas incrementando su actividad y de
forma endocrina influenciando a una célula de un fenotipo diferente y distante anatémicamente.
La mayoria de FC presentes en el PRP pertenece al grupo de los mitogénicos. Los mas conocidos
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son: platelet derived growth factor (PDGF), bone mophogenetic protein-2 (BMP-2), transforming
growth factor-B (TGF-B), epidermal growth factor (EGF), vascular endothelial growth factor
(VEGF), basic fibroblast growth factor (b-FGF), insulin-like growth factor-I (IGF-1), hepatocyte
growth factor (HGF), growth/differentiation factor (GDF). Existen formas isoméricas para muchos
de ellos que se cree que son especificas para ciertos tejidos.

Los FC no son exclusivos de las plaguetas y muchos de ellos se sintetizan y encuentran en otros
tejidos. El IGF-I, por ejemplo, se sintetiza en el higado; las plaguetas no contienen IGF-1 o su
contenido es minimo. Pero existe una correlacién positiva entre la concentracion de plaquetas y
la concentracidn de factores de crecimiento y las concentraciones de FC estdn positivamente
correlacionadas con la expresion de los genes responsables de la sintesis de la MEC. Es decir, si
la concentraciéon de plaquetas es alta, hay mas FC y se ha demostrado la relacion dosis-
dependiente entre algunos FC y la sintesis de algunos componentes. Algunos FC como el TGF
tiene un efecto antiinflamatorio mediante la neutralizacion o inhibicién de la expresién de IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-8 (van Miert 2002). Esta caracteristica es explotable en el tratamiento de la artrosis
pero es de gran importancia administrar un PRP con bajo contenido leucocitario y por tanto
disminuir el aporte de citoquinas proinflamatorias (IL-18 y TNF-a) que puedan contrarrestar este
efecto.

Fig. 18. Ejemplos de aplicacion de PRP. La imagen muestra
dos tratamientos con PRP obtenidos con distintos
procedimientos resultando un aspecto diferente evidente.
El de la derecha presenta evidente contenido de hematies
(color rojo) y por definicion alto contenido leucocitario.

Fig. 19. Aspecto del PRP. La imagen muestra dos
tratamientos con PRP obtenidos en este caso con el mismo
procedimiento pero resultando un aspecto diferente
evidente por defecto técnico en el proceso. El de la derecha
presenta evidente contenido de hematies mezclados en la
fraccién que deberia ser plaquetaria pura y por definicidon
esta presentara un alto contenido leucocitario igual que el
caso anterior.

Es probable que la concentracion de plaquetas aun siendo importante se haya sobreestimado.
Los FC actuan por unidn a los receptores presentes en la superficie de las membranas celulares
y activando cascadas de sefiales intracelulares. Una vez que los receptores han sido ocupados
por los FC, estos son internalizados por la célula de forma que el estimulo de esa sefial no actia
de forma perpetua. Es decir, cuando los receptores celulares se han saturado, la adicién de mas
factores de crecimiento no parece tener mucho sentido. En conclusién, no hay un motivo claro
para utilizar procedimientos o tecnologia por los que se obtiene una concentracion de plaquetas
superior a cuatro veces la concentracion basal.

El uso del PRP en con bajo contenido leucocitario (P-PRP) en el tratamiento de la gonartrosis
fundamenta pues en que contiene FC con potenciales efectos anabdlicos sobre los condrocitos e
induce la sintesis de matriz extracelular (Hickey 2003; Schmidt 2006; Davidson 2007; Romén-Blas 2007;
Spreafico 2009; Drengk 2009; Chien 2012); contiene FC que inhiben o neutralizan los efectos de
citoquinas catabdlicas, con lo que se preserva la integridad estructural (Bodo 1998; Scharstuhl 2002;
Takahashi 2005; Vinyals 2012) y reduce el dolor al inhibir o neutralizar citoquinas proinflamatorias y
sustancias que hipersensibilizan los nociceptores, estimular la sintesis del HA y en general por el
reequilibrio homeostatico (Oguchi 2004, Anitua 2007, Zavadil 2007; Gardner 2007).
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1.4.1. Modelo animal, ensayos clinicos y tratamientos con PRP

Nuestro equipo investigador viene aplicando P-PRP desde el afio 2000 tanto en el contexto de
estudios en modelo animal o ensayos clinicos como en clinica rutinaria. Aplicamos la técnica
descrita por Anitua, cambiando desde el inicio el sistema de aspiracidn con pipetas por agujas
espinales que nos proporciona gran fiabilidad siempre que el personal manipulador esté
convenientemente formado. En ocasién de diferentes ensayos clinicos con MSC expandidas,
nuestro grupo de trabajo tuvo ocasion de estudiar el comportamiento del P-PRP como
compactante de injertos dseos, biomateriales y “carrier” de MSC.

 Desde un inicio, el comportamiento in vitro de
MSC de casos sujetos a ensayo clinico nos
confirmé la  excelente viabilidad celular
progenitora en el medio P-PRP, al tiempo que la
compactacién del bioinjerto que resulta tras la
activacion de la coagulacién, ayuda al manejo,
evita pérdidas celulares y permite afirmar la
exactitud de la dosis celular aplicada. El posible
efecto nocivo del codagulo de P-PRP sobre las MSC
que algunos elucubraron por su entramado
hipdxico, no es tal ya que la pO; del nicho celular
de las MSC en la médula ésea ya se encuentra en
Fig. 20. Bioinjerto de MSC expandidas. hiveles del 5%. Ademds, se ha demostrado que la
Se muestra el aspecto de la suspensién de MSC  diferenciacion de las MSC hacia un linaje
incluidas en granulos de biomaterial de fosfato ~ condrobldstico incluso mejora en condiciones de
tricacico beta y el conjunto compactado con cultivo hipdxicas (Ranera 2012).
coagulo de PRP. También se ha observado in vitro el efecto
Presenta la consistencia adecuada para su  papéfico del P-PRP sobre condrocitos sometidos a
apl'cac',on en ,foco,s fje defectos (03€05 MO astrés  oxidativo y lipopolisacaridos (LPS),
contenidosy evita pérdidas celulares inevitables . . , .
por arrastre del sangrado. eV|denC|.ando el aumejnto d'e sintesis de GAG.S, yla
tendencia a la proliferacion de condrocitos vy
citoquinas dirigidas hacia un perfil menos inflamatorio (vinyals 2011).
En modelo animal equino se demostrd la viabilidad, seguridad de uso e indicios eficacia
antiinflamatoria del P-PRP en procesos articulares degenerativos (Carmona 2006).
Es de especial interés el incremento significativo de la presencia de GAGs y disminucién
correlativa de los COMPs en suero tras la segunda infiltracion de P-PRP aplicada en un intervalo
de 15 dias ya que es el intervalo que venimos
aplicando. Estas variaciones las atribuimos al
aumento de los procesos anabdlicos y

disminucién de los procesos catabdlicos
(Abellanet 2009).

Fig. 21. Imagen de MSC de MO expandidas e
incluidas en coagulo de PRP.

La imagen, obtenida por Aastrom Biosciencies a
propdsito del ensayo clinico del ITRT N2EUDRA-
CT: 2005-001755-38, demuestra que la
viabilidad celular es adecuada en en el coagulo
de PRP al cabo de los 8 dias de cultivo.
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Fig. 22. Efecto del PRP en el tiempo. Efecto de una segunda dosis intrarticular de P-PRP sobre el
contenidos de GAGs y COMPs en suero. Estudio en modelo equino (Abellanet 2009).

Destacamos la eficacia del P-PRP, especialmente resolutoria sobre derrames refractarios, que
son constantes en la patologia artrdsica en la especie equina. Actualmente los tratamientos con
P-PRP en el Hospital Clinico Veterinario de la UAB y en otros que en su dia adaptaron nuestro
protocolo, como el de la Universidad Nacional Auténoma de México (Dra. M. Masri - GF), las
aplicaciones de PRP pueden considerarse rutinarias.

Otros estudios que realizamos en modelo porcino y canino referentes a utilizacién de P-PRP en
interfase electrodo-miocardio de marcapasos epicdrdico, reafirmaron la seguridad de uso y el
efecto antifibrético (Delclés 2007). También lo aplicamos en lesiones musculares y tendinosas con
intencion antinflamatoria y pro regenerativa, efectos sobre los que interesa constatar
prioritariamente evidencias de eficacia.

Con la participacion del Centro Cochrane Iberoamericano, el BST y principales entidades
deportivas catalanas, desarrollamos un ensayo fase lll, randomizado, que incluyd 78 pacientes
con lesiones musculares tipo “tennis leg”. El resultado publicado en 2015 avala el efecto del
tratamiento en cuanto a seguridad y clinicamente en cuanto a la disminucién del dolor y
recuperacion funcional (Martinez Zapata 2015).

Respecto a la aplicacién en la artrosis de rodilla ya durante los afios 2002 a 2004 desarrollamos
un ensayo clinico en fase I-ll, unicéntrico, no aleatorizado, sometido al CEIC de Centro Médico
Teknon. Incluyd 20 pacientes afectos de gonartrosis grado Il y IV con clinica refractaria. 10 de los
pacientes presentaban un indice EVA de 10; dos de ellos se encontraban literalmente
incapacitados para la marcha. Se practicaron 4 infiltraciones de 8 mL de P-PRP con 15 dias de
intervalo entre ellas. No se observaron complicaciones, efectos adversos ni toxicos.

Aplicando criterios OARSI y EULAR (Dougados 2000, Jordan 2003), al mes de finalizar el tratamiento se
evidencié mejoria significativa en 71% de los pacientes (p<0.001), aumentando la mejoria
significativa hasta en el 85% de los pacientes a los 6 meses de haber finalizado el tratamiento
(P<0.001). Posteriormente continuamos el estudio linealmente hasta completar la serie de 87
pacientes tratados continuando los resultados con la misma tendencia estadistica. La aplicacion
del P-PRP en practica clinica habitual, a lo largo de mas de 15 afios, ha alcanzado un total de
10.000 infiltraciones articulares en mas de 2500 pacientes sin haber registrado efectos adversos
significativos, efectos téxicos ni complicaciones.

Los buenos resultados obtenidos como antiinflamatorio nos motivaron a continuar la
investigacion en este campo (Orozco 2009). Sin embargo, hasta el momento, no habiamos evaluado
un posible efecto regenerativo del PRP sobre el cartilago ya que lo considerabamos nulo.
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1.4.2. Aspectos regulatorios de la terapia con PRP

La manipulacion de productos hematolégicos se rige por una legislacion estricta. Nuestra pauta
de actuacién se adaptd desde el inicio de la experiencia a los dictados de:

= RD 411/1996 del 1 marzo 1996, emitido por el Ministerio de Sanidad y Consumo, el cual regula
las actividades relativas a la utilizacién clinica de tejidos humanos.

= RD 1854/1993, de 22 octubre, que determina con caracter general los requisitos técnicos y
condiciones minimas de la hemodonacién y Bancos de Sangre.

= Directiva 2002/0128/CD del Parlamento Europeo y del Consejo, que establece las normas de
calidad y seguridad para la donacidn, obtencidn, verificacidn, procesamiento, almacenamiento y
distribucion de células y tejidos humanos.

=  Directiva 2002/98/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 enero 2003, en la que
establece las normas de calidad y seguridad para la recogida, control, tratamiento,
almacenamiento y distribucion de la sangre humana y sus componentes.

= Informe V1/23052013. Informe de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
sobre el uso de Plasma Rico en Plaquetas.

Un informe de la AEMPS de 23 de mayo del 2013, establece el marco de uso del PRP en Espaiia,
las obligaciones que deben respetar sus fabricantes y la informacién minima que deben recibir
los pacientes a quienes se les aplique.

Siendo considerado un «medicamento de uso humano», no medicamento de produccion
industrial ni de terapia avanzada, se enmarca entre los medicamentos elaborados de acuerdo
con la prescripcidn de un facultativo reconocido que se destinan a un paciente individual bajo su
responsabilidad personal directa.

En el caso de los métodos de obtencién de PRP de forma manual con “técnica abierta”, el método
empleado debe ser evaluado desde el punto de vista de calidad.

En nuestro caso el protocolo que incluye el tiempo de exposicion al ambiente del PRP bajo
atmoésfera de flujo laminar, fue sometido por la direccidon de nuestro centro a evaluacién por la
OCATT administracién competente al respecto.

La cabina de flujo sigue las inspecciones periddicas reglamentadas. En los 100 primeros casos
tratados se realizé hemocultivo sistematico de una fraccidon de la muestra inyectada.
Posteriormente se realizaron hemocultivos en el 50% de los pacientes, hasta un total de 150.
Actualmente se realiza hemocultivo de control en un caso de cada sesién de tratamientos.
En un total de 250 muestras no se ha registrado ningun cultivo positivo (Soler 2011).

1.5. CELULAS MESENQUIMALES (MSC)

Las MSC son células derivadas del mesodermo que presentan pluripotencialidad de
diferenciacion ya que pueden originar linajes de células que conforman los tejidos derivados de
esa misma capa como es el cartilago o de otras capas, como por ejemplo células hepaticas, tejido
neurogénico o células pancreaticas (Dos Santos 2010, Chung 2010, Ranera 2012).
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Estas células presentan la propiedad de autorrenovacion aunque esta habilidad es finita y acaban
por detener su crecimiento in vitro tras largos periodos en cultivo a diferencia de las células
madre embrionarias (Zeng 2011).

Las MSC fueron descritas en 1970 por el equipo de Friedenstein. Descubrieron una poblacion de
células con morfologia de fibroblasto y capacidad de formar colonias sobre la superficie de las
placas de cultivo (Friedenstein 1970). Por este motivo, inicialmente fueron denominadas CFU-F;
unidades formadoras de colonias de morfologia fibrobldstica. Posteriormente han recibido varios
nombres: células estromales de la médula, células precursoras estromales o células madre
mesenquimales. Para clarificar la nomenclatura de estas células, la «Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT)» propuso aplicar el acronimo «MSC» (Mesenchymal stem/stromal cell)
para referirse a ellas (Horwitz 2005).

Las MSC no es una poblacion celular uniforme, es una mezcla heterogénea de poblaciones. Como
no existe un Unico marcador de superficie para su identificacidon positiva entre los otros tipos
celulares de la médula ésea, es dificil definir con precisidn las MSC. Por esta razon la ISCT definio
en 2006 los requisitos que las células aisladas de médula 6sea humanas deben cumplir para que
puedan ser denominadas MSC (Dominici 2006):

1. Capacidad de adherencia al plastico del material de cultivo.

2. Expresién de determinados marcadores de superficie: mas de un 95% de las células en cultivo
deben mostrar en su superficie las moléculas CD90, CD105, CD73 (SH2 y SH3) y menos de un
2% de las mismas deben ser positivas en la deteccion de CD34 (marcador de células precursoras
de células hematopoyéticas), CD45 (antigeno comun de leucocitos), CD14 6 CD11b y CD79a 6
CD19 6 HLA-DR.

3. Multipotencialidad de diferenciacién a osteoblasto, adipocito y condrocito. El inductor principal
de la condrogénesis in vitro es el TGF-B. Tanto la isoforma TGF-B1 como la TGF-B3 son capaces
de inducir la condrogénesis en MSC procedentes de médula dsea y tejido adiposo (Janderova 2003)
aunque el potencial condrogénico aparenta ser mayor en las BM-MSC que en las AT-MSC
cuestion para tener en consideracion frente a futuras aproximaciones terapéuticas (vidal 2008).

ra .3 - @ 5 d > %bsteocito
- @ B> ~§ condrocito
**“@“}@ adipocito

Fig. 23. Mesengénesis. Las MSC, sometidas a determinadas condiciones y medios de cultivo,
se dividen asimétricamente y son capaces de generan linajes celulares diferentes
dependiendo de estas condiciones. Por ejemplo, mediante cultivos con TGF-B, acido
ascorbico, dexametasona, BMP-6, BMP-7, IGF, FGF-2... se generan linajes condroblasticos;
con acido ascdrbico, dexametasona, BMP-2y 1,25 (OH)2 Dz linajes 6seos; con dexametasona,
indometazina, IBMX, insulina y tiazolidona se generan linajes adiposos.

Por otra parte la AEMPS publicé directrices sobre la nomenclatura de las sustancias activas de los
medicamentos de terapia avanzada que contengan células. El nombre de las sustancias activas
de medicamentos de terapia celular se forma mediante el encadenamiento de como minimo
siete términos correspondientes a nueve atributos que en nuestro caso el producto utilizado son:
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1. Células; 2. Mesenquimales; 3. Troncales; 4. Adultas; 5. Autdlogas; 6. De médula ésea;
7. Expandidas; 8. Seleccionadas y cultivadas en el IBGM o Xcelia.

En esta Memoria seguiremos aplicando el acrénimo «MSC» entendido como una suspension de
MSC, digamos puras, obtenida mediante los procedimientos descritos de seleccién y cultivo.

Las MISC van demostrado ser una gran herramienta en la terapia celular debido a su potencial de
diferenciacién y capacidad de auto-renovacién que permite la obtencion de grandes cantidades
de células que son necesarias para la aplicacién terapéutica. La plasticidad que presentan a la
hora de diferenciarse las hace iddéneas para reparar y regenerar tejidos dafiados, siendo
sobretodo la habilidad de diferenciacidn a tipos celulares de tejidos conectivos lo que hace que
las MISC sean las candidatas ideales para la terapia celular de enfermedades relacionadas con el
sistema musculoesquelético.

Parece que la habilidad de regeneracién de las MSC a través de la insercidon-diferenciacion en el
tejido es secundaria, por lo que el principal sistema por el cual las células llevarian a cabo el
proceso de regeneracion seria modificando el microambiente del tejido a través de la secrecion
de factores solubles.

Factores bioactivos secretados por las MSC inhibirian la cicatrizacién y la apoptosis del tejido
receptor y estimularian la mitosis de las células madre o progenitoras intrinsecas de este para
regenerarlo. Esta actividad de secrecion de factores por parte de las MSC se denomina actividad
trofica (Caplan 2006, 2007).

Otro aspecto del mayor interés en la patologia que tratamos es el potente efecto antiinflamatorio
de las MSC consecuencia de los FC que liberan y su accién sobre los linfocitos T (Fibbe 2002,Le Blanc
2003; Tse 2003; Frank 2004; Aggarwal 2005; Rasmusson 2006; Nauta 2007; Le Blanc 2007).

Su potente accién inmuno-moduladora hace que estén siendo utilizadas para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes como la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD) o la
enfermedad de Crohn (Le Blanc 2003; Tse 2003; Frank 2004; Aggarwal 2005; Rasmusson 2006; Nauta 2007; Le
Blanc 2007). Las MSC liberan factores de accién paracrina como exosomas que pueden reducir la
fibrosis, la apoptosis y otros fenémenos como la formacién de osteofitos asociados a la artrosis
(Maumus 2013). Varios estudios han sefialado el efecto de exosomas derivados de MSC en la
mediacion del efecto inmunomodulador de estas células (Yu 2014; Blazquez 2014).

Las MSC también presentan la propiedad de evitar el sistema inmunoldgico ya que el huésped
genera pobre respuesta frente a ellas, lo que permite su trasplante de forma tanto autdloga
como alogénica, incluso xenogénica (Le Blanc 2007, Ankrum 2014). El uso de células alogénicas ya nos
ha mostrado su utilidad en casos de pacientes seropositivos a enfermedades transmisibles HIV o
Lues ya que en ellos no se admite el cultivo de células autdlogas.

Las MSC no muestran un epigenoma tumoral, por ellas mismas no inducen tumores ni pueden
transformar las células adyacentes. Se admite que pueden tener cierto riesgo de tumorogénesis
debido a una transformacién neoplasica de las propias células (Berdasco 2011, 2012).

Las células humanas son resistentes a transformarse ya que tienen mecanismos para controlar
su ciclo de vida, no muestran un epigenoma tumoral. Sin embargo MSC adultas cultivadas in vitro
por muy largos periodos de tiempo, entre 4 a 5 meses, entran en un periodo de senescencia,
seguida de una fase de post-senescencia y finamente en una fase de crisis. Estas células,
inyectadas en ratones inmunodeficientes, condujeron a la formacion de tumores, por lo que se
demostré que un cultivo de MSC durante un largo periodo de tiempo conlleva un riesgo de
transformacidn maligna (Rubio 2008). Esta situacidén no se da en terapia celular.
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1.5.1. Seleccion y cultivo de MSC

La proporcion de MSC en la médula dsea es muy baja respecto del total de células nucleadas y
disminuye a medida de que avanza la edad del individuo (Dominici 2006). En humanos adultos la
proporciéon de células varia desde 10.000/100.000 (MSC/MNC).

Si se aplican MSC con intencidn terapéutica debe disponerse una cantidad (dosis) elevada. Para
lograr su expansidn sin diferenciacidn se utilizan medios de cultivo que aportan el pH y los
aminodcidos adecuados y necesarios para la supervivencia y el crecimiento mas una combinacion
de antibidticos y FBS. Pero estos medios distan de la natural composicidon heterogénea de
nutrientes y factores que disponen sin discontinuidad cuando estdn en sus nichos medulares.

Para intentar paliar este hecho, los medios de crecimiento estan suplementados, habitualmente,
con suero fetal bovino (FBS), rico en factores de crecimiento, nutrientes, hormonas y vitaminas.
Sin embargo existe una elevada variabilidad entre los diferentes lotes comerciales aspecto que
puede alterar el patrén de crecimiento de las células y los perfiles de expresién de moléculas de
adhesién, razén que obliga a una atencidn personalizada de los responsables del procedimiento.

El crecimiento de las MSC ex vivo es altamente artificial; el crecimiento en una superficie
bidimensional conduce a las células a adoptar morfologias distintas a las que normalmente
presentan, por ello, el mayor reto en el cultivo de las MSC es el desarrollo de sistemas éptimos
para la expansién efectiva y que alteren menos sus propiedades.

Habitualmente, los incubadores utilizan el aire atmosférico como fuente de oxigeno y las células
crecen en un ambiente con porcentaje de oxigeno de entorno al 20%. Sin embargo, el ambiente
gue rodea a las MSC cuando estdn en sus nichos es bastante mas bajo, encontrandose entre 1y
7% en la médula ésea (Harrison 2002). Esta condicidn hipdxica no afecta el crecimiento de las MSC,

incluso puede favorecerlo, tanto mas si se pretende la induccién de linajes condroblasticos
(Zscharnack 2009; Markway 2010).

La formacién del cartilago durante el desarrollo embrionario tiene lugar en condiciones de
hipoxia (Haselgrove 1993) y el cartilago adulto es un tejido pobremente vascularizado que presenta
una presion de oxigeno cercana al 1% de O, lo que sugiere que un ambiente de hipoxia
favoreceria la diferenciacién de las MSC hacia un fenotipo condrogénico (Grimshaw 2000).

1.5.2. Estudios en modelo animal

Diversas publicaciones hacen referencia a estudios en modelo animal con el objetivo de evaluar
la eficacia del aporte de MSC en la regeneracién de cartilago articular.

Nuestros estudios preliminares fundamentaron en la presencia fisiolégica de MSC en la zona de
cartilago hialino (Archer 2002) y su capacidad para reparar cartilago fibrilante (Kavalkovich 2000).
Otros estudios también habian determinado la eficacia del trasplante de MSC en defectos
condileos parcheados a modo de la técnica habitual del trasplante de condrocitos.

En modelo caprino condropatias provocadas de céndilo femoral, asociadas a reseccién casi
completa del menisco interno y del ligamento cruzado anterior (LCA), se emplearon para evaluar
el efecto de la infusidon intrarticular de 10x10E6 MSC, autdlogas, sometidas a induccidn
condrogénica y suspendidas en hyaluran sddico frente al control de suspensién aislada. Los casos
tratados con MSC mostraron evidencia de una marcada regeneracion meniscal. La degeneracion
cartilaginosa, aparicidn de osteofitos y esclerosis subcondral se desarrollé en mucho mayor grado
en los casos control respecto a los tratados con MSC.
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En un experimento separado los mismos autores habian comprobado la supervivencia y
adherencia de las MSC infundidas. Las MSC mostraron mayor apetencia a implantarse en
membrana sinovial, paquete adiposo y en el menisco lateral (Murphy 2003).

En modelo murino, se evalud el efecto de MSC infundidas en lesiones provocadas. En todas las
rodillas lesionadas se determind la implantacidon espontdanea de las MSC en el lugar de la lesién
meniscal, cartilaginosa y LCA y la creacién de nueva matriz extracelular con coldgeno tipo Il.
Los resultados mostraron una dosis dependencia ya que la efectividad fue determinada a dosis
1x10E7 siendo negativa a dosis 1x10E6 (Agung 2006).

También se evalud el efecto de MSC infundidas en articulaciones a las que se habia provocado
una lesién del condilo.

El grupo tratado mostrd una clara tendencia a la regeneracién frente a los grupos control (p<0.05)
aunque el tejido de nueva formacién no presentd una estructuracién hialina perfecta (Nishimori 2006).

En definitiva, la generalidad de la bibliografia reciente referente a las posibilidades regenerativas
del cartilago, determina la eficacia de las MSC autdlogas trasplantadas en modelos de estudio
animal y nos alenté a seguir explorando este potencial regenerativo.

Nuestro grupo investigador también ha realizado distintos estudios preliminares en modelo
animal equino y ovino constatando la viabilidad, seguridad e indicios de eficacia del tratamiento
mediante MSC procesadas en el Departamento de Ingenieria Quimica de la UAB en colaboracién
con la «Unidad de Terapias Avanzadas del Banc de Sang i Teixits» de Barcelona (BST).

En el dmbito del Hospital Clinico Veterinario de la UAB, tras la autorizacidn pertinente del CEEAH
y siguiendo los criterios de BPL, se seleccionaron 3 equinos a los que se practicé una lesidn
condral en los cdéndilos femorales seguido de infusién articular de hasta 50x10E6 MSC.
Cuando existen lesiones condrales, al contrario de lo que sucede en clinica humana, es habitual
en la especie equina la presencia de derrame sinovial refractario a cualquier tratamiento y por
tanto es un buen modelo para observar el comportamiento ante una nueva terapia.

Se efectuaron controles clinicos intensivos, estudio de la marcha registrado en video, andlisis de
sangre, estudios de imagen radiograficos, ecograficos y de RNM tanto pre como post mortem.
Tras la eutanasia a los 6 meses, se efectuaron los estudios histopatoldgicos y necropsia completa.
No se registraron efectos adversos durante el tiempo de control. Las exploraciones de imagen y
analiticas no detectaron alteraciones significativas sobreafiadidas ni detectaron alteraciones
sistémicas en el estudio necrdpsico.

Consideramos del mayor interés la rapida evolucion hacia la resolucion de la inflamacién articular
de las articulaciones tratadas frente a sus controles que mantuvieron en el tiempo una
inflamacidn articular muy aparente.

En otro estudio en modelo ovino, promocionado por el BST, evaluamos el efecto de dosis de
25x10E6 MSV sobre lesiones provocadas en cdndilos femorales y borde libre meniscal.

Los resultados a los 7 meses demostraron regeneracion integra de las lesiones meniscales y
consecucién de cartilago de caracteristicas hialinas en las lesiones del condilo femoral, frente los
controles en los que no se evidenciaron cambios significativos (Vives 2010).

Con independencia de los estudios histolégicos, el departamento de Patologia Animal de la
Facultad de Veterinaria de la UAB efectud necropsia completa de los animales de
experimentacion evidenciando la ausencia de afectacion de los distintos drganos.

Estos estudios se aportaron como criterios de seguridad en la documentacién preceptiva previa
al desarrollo de los ensayos clinicos.
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1.5.3. Ensayos clinicos y tratamientos sucesivos con MSC

Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado diferentes estudios con objetivo de valorar el potencial
regenerativo de las MSC.

Ademas de ensayos orientados a la regeneracion ésea maxilar en casos de edentulismo y de
huesos largos en casos de pseudoartrosis refractarias, sustentados por los resultados obtenidos
en modelo animal, se han realizado ensayos clinicos, sobre patologias que incluyen la
desestructuracidn de cartilago como es el caso de la discopatia lumbar degenerativa y de la
gonartrosis. Ante esta segunda patologia se han desarrollado diferentes ensayos clinicos.

A partir de MSC de médula ésea autdloga
= N2 EUDRA-CT:2009-017405 / Registro en Clinical Trials:NCT01183728
N2 EUDRA-CT:2009-016449 / Registro en Clinical Trials: NCT01227694

A partir de médula dsea alogénica
= N2 EUDRA-CT:2011-005321-51 / Registro en Clinical Trials: NCT01586312

A partir de MSC autdlogas criopreservadas
= NQ2EUDRA-CT:2012-004441-32

En todos estos ensayos clinicos se han determinado indicios de eficacia y ningin efecto tdxico o
adverso significativo lo que ha justificado e incentivado la continuacion de tratamientos en el
ambito del «uso compasivo», efectuados previa autorizacidon y sometidos al control periddico por
parte de la AEMPS.

Los resultados obtenidos en los mismos han sido publicados y se adjuntan a esta Memoria.

1.5.4. Aspectos regulatorios de la Terapia Celular

«Terapia Celular», «Ingenieria Tisular» y «Terapia Génica» son las llamadas Terapias Avanzadas
cuya aplicacion queda estrictamente regulada por la Unidn Europea.

El afio 2004 se produjo un cambio crucial en el manejo de estas terapias ya que se promulgé el
Real Decreto (RD 223/2004) que confirié la categoria de «medicamento» a los productos
celulares progenitores utilizados en terapia humana y que por tanto obliga a que los
procedimientos de laboratorio de seleccion y cultivo celular, liberacidn y transporte de los
productos celulares, sigan las Normas de Correcta Fabricacién (NCF) exigidas a los productos
farmacéuticos y a que la investigacion pre clinica y clinica siga cdnones que se exige a los mismos.

Respecto a las normas de fabricacidn a lo largo del tiempo se fue incorporando nueva
reglamentacion: Ley 29/2006, RD 1344/2007 y Ley 14/2007.

La aplicacion terapéutica en si también se enmarca de forma muy estricta. Debe pasar por
ensayos clinicos siguiendo la reglamentacion marcada por la normativa RD 1301/2006; CE
N21394/2007; CE N2668/2009 y RD 1825/2009 y el reciente RD 477/2014 que tiene como
objetivo regular los requisitos y garantias que deben cumplir los medicamentos de Terapia
Avanzada de fabricacién no industrial para obtener la correspondiente «Autorizacién de Uso»
por la AEMPS, asi como, establecer los requisitos de trazabilidad y farmacovigilancia de estos
medicamentos una vez autorizados.

Para el paso a la fase de ensayo clinico, previa autorizacién y bajo control de la AEMPS, suele

exigirse estudios en modelo animal que han de haberse realizado siguiendo las Buenas Practicas
de Laboratorio (BPL): RD 2043/1994 y RD 1369/2000.
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HIPOTESIS

Il. HIPOTESIS

La infiltracién intrarticular de 8 mL de PRP, autdlogo, de bajo contenido leucocitario,
elaborado segun protocolo del ITRT (P-PRP) y administrado en 4 actos con intervalos de
15 dias, ejerce un efecto analgésico significativo en gonartrosis grado Il - IV pero no ejerce
un efecto regenerativo significativo sobre el cartilago articular.

La infusion intrarticular de 40x10E6 MSC, obtenidas por aspirado de médula dsea
autédloga, seleccionadas y cultivadas bajo Normas de Correcta Fabricacion del IBGM vy
suspendidas en 8 mL de medio isotdnico de Ringer Lactato, Albumina Humana al 0,2% vy
Glucosa 5mM, ejerce un efecto regenerativo sobre el cartilago articular en gonartrosis
grado II-IV y un efecto analgésico significativo superior al obtenible mediante
tratamiento con P-PRP aplicado segun protocolo del ITRT.
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OBIJETIVOS

I1l. OBJETIVOS

Comparar la eficacia en términos de mejoria clinica en gonartrosis grado Il - IV, tras la
infusidn intrarticular de 40x10E6 MSC de médula désea autdloga, seleccionadas vy
expandidas bajo Normas de Correcta Fabricacidon del IBGM, respecto a la infiltracion
intrarticular de 4 dosis de 8 mL de P-PRP, preparado seguin protocolo del ITRT vy
administradas con 15 dias de intervalo.

La evaluacién se efectuara con cuestionarios algofuncionales EVA, indice Lequesne y
cuestionario WOMAC.

Comparar la eficacia regenerativa en gonartrosis grado Il - IV, tras la infusidn intrarticular
de 40x10E6 MSC de médula ésea autdloga, seleccionadas y expandidas bajo Normas de
Correcta Fabricacidn del IBGM, respecto a la infiltracion intrarticular de 4 dosis de 8 mL
de P-PRP, preparado segun protocolo del ITRT y administradas con 15 dias de intervalo.

Se evaluard mediante el andlisis de los valores T2 globales y patoldgicos, andlisis de la

Desviacion Estandar (DE), andlisis de los valores T2 zonales y andlisis de los valores T2 por
compartimentos de la articulacién de la rodilla.
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METODOS

IV. METODOS

4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de cohortes, prospectivo, con grupo de comparacion y seguimiento de un afio.
Comparativo de los resultados de eficacia del tratamiento de gonartrosis grado I, Il y IV de
Kellgren y Lawrence en dos grupos de pacientes:

A) Grupo con tratamiento iniciado en Julio de 2010, tratado con MSV*.

B) Grupo con tratamiento iniciado en Febrero de 2011, tratado con P-PRP**,

**P-PRP autdlogo, de bajo contenido leucocitario.

*MSV es una mezcla de MSC de médula dsea autdloga, procesadas segiin NCF del IBGM (Instituto
de Biologia y Genética Molecular de Valladolid - Universidad de Valladolid y CSIC), resuspendidas
en medio isotdnico de Ringer Lactato + Albumina Humana al 0,2% + Glucosa 5mM.

En ambos grupos, la estadificacidn clinica incluye la realizacién de las siguientes pruebas:

= Radiografias
= RMN T2 mapping Cartigram®
= Exploracion fisica de la rodilla

Este estudio ha sido aprobado por el CEIC de Centro Médico Teknon. Todos los datos se
mantienen en el anonimato y no se han relacionado con informacién que identifique a los
pacientes.

4.1.1. Grupos de pacientes

Se evaluaron los datos obtenidos de 12 pacientes afectos de gonartrosis grados Il, lll y IV de
Kellgren y Lawrence, con dolor refractario a los tratamientos habituales, tratados mediante
infusidn intrarticular de MSC de médula dsea autéloga, expandidas bajo NCF (grupo MSC; n=12),
efectuando un estudio comparativo con los datos obtenidos de 12 pacientes tratados mediante
4 infiltraciones de PRP efectuadas con intervalo de 15 dias (grupo PRP; n=12). Los pacientes
fueron evaluados clinicamente y por estudios previos de imagen (Rx y RMN).

A los considerados incluibles se les suministrd la informacién relativa al estudio y la «Hoja de
Informacidn al Paciente», citdndolos para la «Visita de Inclusion».

Todos los pacientes firmaron el «Consentimiento Informado» sobre el procedimiento concreto,
conocedores de sus ventajas y posibles complicaciones.

Grupo MSC

Se parte de los datos obtenidos de sujetos incluidos en el ensayo clinico con N2 Eudra-CT 2009-
017405-11 y tratamientos de uso compasivo sucesivos realizados previa autorizacidon y bajo
control de la AEMPS. Presentaban gonartrosis de grado I, Ill 6 IV, tratados mediante infusion
intrarticular de 40x10E6 MSC de MO autdloga suspendidas en 8 mL.

El tratamiento consisti en dos procedimientos quirdrgicos no invasivos y de muy baja
morbilidad: obtencién de 100 mL de aspirado de médula 6sea de ambas crestas iliacas
posteriores, bajo sedacidn y anestesia local y al cabo de 23 dias la infusidn articular del producto
celular, acto que no precisé anestesia. La obtencion de médula ésea precisdé un ingreso en
régimen ambulatorio de 1 hora cumpliendo criterios de seguridad.
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Grupo PRP

Paralelamente se reclutaron 12 pacientes para el grupo de tratamiento comparativo con PRP que
cumplieron los mismos criterios de inclusidn y exclusidn que el grupo de MSC.

El procedimiento efectuado es el descrito anteriormente que implicé la obtencidon de 40 mL de
sangre del propio paciente por venopuncion y mediante centrifugado, por gradiente de densidad,
se logrd la separacion de los distintos componentes de la sangre: hematies, leucocitos y plasma.

La fraccion que se utilizé es el PRP aleucocitario, en promedio unas dos veces mads rico en
plaquetas que la sangre periférica, segun validacion efectuada por el BST.

Se evaluo el efecto obtenido tras haber aplicado un total de 4 infiltraciones de 8 mL de PRP con
periodicidad quincenal.

4.1.2. Criterios de Inclusidn y exclusion

Criterios de Inclusion

1. Gonartrosis grado Il, Il y IV de Kellgren y Lawrence valorada por dos observadores.

2. Rodilla dolorosa crénica de caracteristicas mecdnicas.

3. Ausencia de proceso séptico local o sistémico.

4. Andlisis hematoldgicos y bioquimicos sin alteraciones que contraindiquen el tratamiento.
5. Consentimiento Informado por escrito del paciente.

6. El paciente es capaz de entender la naturaleza del estudio.

Criterios de exclusion

1. Paciente < 18 afios, o legalmente dependiente.
2. Paciente > 75 afios.
3. Infeccion presente (para incluirse en el estudio no debe evidenciarse ningun signo infeccioso).
4. Pacientes que presenten serologia positiva (HIV 1 y 2, Hepatitis B [HBsAg, Anti-HBV-Ab],
Hepatitis C [Anti-HCV-Ab] y Lues).
5. Enfermedades congénitas o evolutivas que traduzcan malformacion y/o deformaciones
significativas de la rodilla, que dificulten la aplicacidn o evaluacién de los resultados.
6. Sobrecarga ponderal expresada en indice de masa corporal (IMC) superior a 30,5 (obesidad
grado l1). Siendo IMC= masa (Kg): (altura (m))2.
7. Mujeres embarazadas o que pretendan estarlo o en periodo de lactancia.
8. Enfermedad neoplasica.
9. Estados inmunodepresivos.
10. Participacién simultdnea en otro ensayo clinico o tratamiento con otro producto en fase de
investigacion en los 30 dias previos a la inclusidn en el estudio.
11. Otras patologias o circunstancias que comprometan la participacién en el estudio segin
criterio médico.
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4.1.3. Diagrama de Flujo de Reclutamiento

Reclutamiento

GRUPO MSC GRUPO PRP

Sujetos evaluados (n=17) Sujetos evaluados (n=157)

Excluidos Excluidos

No cumple criterios de inclusidon (n=33)

No cumple criterios de estratificacion (n=51)
Declina participar (n=27)

Otras razones (n=46)

Inclusion

Incluidos (n=25)

No cumple criterios de estratificacién (n=5)

Asignado a MSC (n=12) Asignado a P-PRP (n=13)
Reciben tratamiento (n=12) Reciben tratamiento (n=13)
No reciben tratamiento (n=0) No reciben tratamiento (n=0)

Seguimiento

Asignado a MSC {n=12) Pérdida de seguimiento (n=1) Tto. Quir.
Reciben tratamiento (n=12) Interrumpen tratamiento (n=0)
No reciben tratamiento (n=0)

Analisis

Analizados (n=12) Analizados (n=12)
Excluidos del andlisis (n=0) Excluidos del anilisis (n=0)

Fig. 24. Diagrama de Flujo



4.1.4. Programa de Seguimiento

GRUPO MSC Pre.l Inclu. MO | MSC 8dias 3m 6m 12m
Historia Clinica X control | control | control | control
Exploracion Fisica X X X X
Rx X
RNM X
RNM cuantitativa X X
Analitica Preop X
RxTorax -ECG
Hoja informacion X
Consentimiento firma
Informado X
Womac, Lequesne, EVA X X X X

Tabla 7. Cronograma de seguimiento del grupo MSC

incl 12inf

GRUPO PRP ‘ Prel.

Historia Clinica
Exploracidn Fisica

22inf 32inf 4%2inf 3m ‘ 6m ‘ 12m

control

control | control

Rx X

RNM X

RNM cuantitativa

Hoja informacion X

Consentimiento
Informado

firma

Womac, Lequesne, EVA

Tabla 8. Cronograma de seguimiento del grupo PRP
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4.1.5. Criterios de retirada de los pacientes

Los pacientes pudieron abandonar el estudio en cualquier momento, sin tener que dar ninguna
explicacion y pudieron ser retirados del estudio por los siguientes motivos:

1. Presentar acontecimientos adversos que afectasen a su participacién.
2. No desear continuar por cualquier motivo.

3. Violacidn del protocolo o desviacidn significativa de los procedimientos.
4. Pérdida de seguimiento.
5

. Aparicion de una enfermedad intercurrente clinicamente significativa que
afectara a la participacion en el estudio.

6. El investigador considerara beneficioso para el paciente retirarlo del estudio.

La retirada del paciente del estudio no hubiera representado ningun tipo de perjuicio para el
paciente en el control de su enfermedad, en tratamientos posteriores o en el trato recibido por
el equipo médico.

4.1.6. Criterios de reemplazamiento de los pacientes

El objetivo del estudio fue obtener 12 pacientes evaluables por grupo. Un paciente se considerd
evaluable si le fue administrada en la rodilla 1 dosis de MSV 6 4 dosis de PRP.

En el caso de que a un paciente incluido no le hubiera sido aplicada la dosis correspondiente, se
debia incluir a otro paciente hasta conseguir 12 pacientes tratados.

En este estudio se reemplazé 1 paciente del grupo PRP que decidid acceder al tratamiento
quirdrgico de sustitucién protésica.

4.1.7. Registro de Acontecimientos Adversos

Acontecimiento adverso (AA) es cualquier acontecimiento médico desfavorable que se presenta
en un paciente o sujeto sometido a investigacion clinica al que se administra un producto
farmacéutico, independientemente que se considere o no relacionado con el producto
farmacéutico.

Cualquier signo, incluyendo la alteracion analitica, sintoma o enfermedad, desfavorables y no
intencionados, que se presenten asociados temporalmente con el uso de un producto medicinal
puede considerarse AA.

Los AA inesperados son aquellas experiencias no descritas -en naturaleza, gravedad o frecuencia-
en la ficha técnica del producto.

Las experiencias clinicas preliminares con MSC o PRP no han identificado ningin AA significativo
en la salud o seguridad asociado a su aplicacion.

Los posibles riesgos relacionados con la sedacién combinada con anestesia local necesaria para
la aspiracion de médula ésea que se habian considerado son: hipoxemia, paro respiratorio,
neumonia por aspiracion, hipotensién y muerte.

Sin embargo la probabilidad de una complicacidn de esta gravedad se hubiera considerado
excepcional, especialmente en aspirados medulares de escaso volumen como los casos tratados.
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Los posibles riesgos relacionados con la aspiracion de médula ésea que se consideraron posibles

son:

= Minimo sangrado en el punto de puncién; complicacion sin importancia,
gue Unicamente requiere realizar un vendaje compresivo.

= Sensacion de ndusea e inestabilidad en las horas que siguen a la
sedacién. Por dicho motivo se suele mantener ingresado al paciente
durante 1 a 2 horas siguientes a la obtencién.

= La reaccidn alérgica a alguno de los medicamentos anestésicos
empleados se considera una complicacién excepcional, con una
incidencia inferior a 1 por 50.000 anestesias.

= Fiebre, en ocasiones unas décimas en las primeras horas post obtencién.

= Dolorimiento en las zonas de puncién que se controla rapidamente con
analgésicos comunes, y desaparece normalmente en menos de 48 horas.
Para favorecer su resolucién se recomienda realizar unos dias de reposo
relativo.

= Infeccidn local en los puntos de extraccion.

Entre los posibles riesgos de la infusién celular o infiltracion de PRP, tal como se ha
comentado, sélo se ha considerado el riesgo de complicacidn séptica.

Se conocen casos graves de infeccidn articular tras la administracion de PRP que son
atribuibles a la practica de la preparaciéon del producto defectuosa pero no al producto
PRP en si.

El riesgo es pues muy limitado al ser métodos no invasivos, percutaneos, realizados en
ambiente quirurgico y siguiendo normas de asepsia estrictamente protocolizadas.

Sélo cabe decir que se especula sobre si el potente efecto inmunomodulador que
presentan las MSC puede facilitar la proliferacién de gérmenes oportunistas.

No obstante se entiende que el tratamiento propuesto en este estudio supone riesgos
inferiores a los de cualquier cirugia habitual de la patologia contemplada.

La sedacidon y anestesia local se asume que mantienen niveles de riesgo muy bajos en
condiciones de buena prictica clinica.

En el caso de haberse producido algun AA la recogida de los datos hubiera sido llevada a
cabo por el equipo investigador describiéndolo segun su:

= Duracién

= |ntensidad: Leve, Moderada o Severa.

= Frecuencia: Puntual, Recurrente o Persistente.

= Relacion de Causalidad entre el tratamiento y AA:

No relacionada, Improbable, Posible, Probable o Cierta
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4.2. ASPECTOS ETICOS

4.2.1. Requisitos éticos y reguladores

El estudio se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo, los principios éticos basados en la Ultima
version vigente de la Declaracién de Helsinki (WORLD MEDICAL ASSOCIATION DECLARATION OF
HELSINKI. Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects. 52nd WMA General
Assembly, Edinburgh, Scotland, October 2000 and Note of Clarification on Paragraph 29 added
by the WMA General Assembly, Washington 2002) (7), en la Directriz ICH sobre Buena Practica
Clinica (ICH Topic E: Good Clinical Practice. Note for Guidance on Good Clinical Practice.
CPMP/ICH/135/95 (8) asi como a la legislacion nacional y/o internacional aplicables.

4.2.2. Responsabilidades del Investigador

La doctoranda realizd el estudio de acuerdo las instrucciones y procedimientos descritos en el
protocolo, permitiendo que los representantes del Departamento de Garantia de Calidad Clinica
(CQA) y las Autoridades Sanitarias tengan acceso a todos los datos y registros relevantes.

La doctoranda fue responsable de que se proporcionara a los pacientes y/o a sus representantes
legales la informacion oral y escrita adecuada sobre el estudio. Todas las cuestiones sobre el
estudio se respondieron al paciente y/o a sus representantes legales.

4.2.3. Consentimiento Informado

Los pacientes elegibles sdlo fueron incluidos en el estudio después de proporcionar por escrito
el consentimiento informado. El consentimiento informado fue firmado y fechado por el paciente
y el investigador, el cual habia proporcionado a cada paciente (o un representante de éste) antes
de su inclusién en el estudio, informacién completa y adecuada verbal y escrita de los objetivos
y procedimientos del estudio, asi como los posibles riesgos que pudiera comportar.

El consentimiento informado se obtuvo antes de iniciar cualquier procedimiento especifico del
estudio (es decir, todos los procedimientos descritos en el protocolo). El proceso de obtencidn
del consentimiento informado se registré en los documentos fuente del paciente.

4.2.4. Aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC)

Segun la legislacién nacional vigente, el estudio obtuvo la aprobacidn escrita del protocolo, del
consentimiento informado y la hoja de informacidon al paciente por parte del CEIC de Centro
Médico Teknon.

4.2.5. Acceso a los datos del paciente

La informacién médica del paciente obtenida por la realizacion de este estudio se considera
confidencial y esta prohibida su revelacion a terceras partes. La confidencialidad del paciente
estd asegurada ya que se les identificé tan sélo por un cddigo numérico del estudio asignado.

El investigador informdé a los pacientes que su identidad se mantendrd estrictamente
confidencial. Se garantizé al paciente el estricto cumplimiento de la Ley 15/1999 de 13 de
diciembre de Proteccion de Datos Personales y RD 1720/2007 de 21 de diciembre por el que se
aprueba el reglamento de desarrollo de la misma.

59



Cuando proceso y tratd los datos del paciente, tomd las medidas oportunas para protegerlos y
evitar el acceso a los mismos de terceros no autorizados.

El paciente pudo revocar el consentimiento informado para el tratamiento de sus datos
personales, dirigiéndose al investigador.

Los datos generados como resultado del estudio estan disponibles para ser inspeccionados a
peticién del CEIC o de las Autoridades Sanitarias.

La firma del CI por escrito significa que los pacientes aceptaron explicitamente que los datos del
estudio podran ser consultados por el investigador y su equipo y si se requiere por el CEIC y
Autoridades Sanitarias.

4.2.6. Responsabilidades del investigador

La doctoranda cumplié los requisitos del protocolo y se responsabiliza de que la informacidn sea
exacta y veraz. Especialmente, se velé en todo momento por el mejor cuidado posible del
paciente anteponiendo siempre su seguridad y bienestar.

4.2.7. Cuaderno de recogida de datos (CRD)

Todos los datos generados en la parte clinica de este estudio se transcribieron en los CRD. Todos
los datos fueron transcritos. Cualquier correcciéon de los datos fue firmada, fechada y con el
motivo de la modificacién anotado.

Los CRD se completaron de forma periddica para mantener actualizados los datos y reflejar el
estado del paciente en cada periodo del ensayo. La informacion recogida e introducida en el CRD
se corresponde con la de los documentos fuente.

Los pacientes no se identificaron por el nombre en el CRD, se utilizé una identificacién codificada
gue consiste en un nimero.

4.2.8. Datos originales

Los datos originales son los que proporcionan evidencia de la existencia del paciente y aseguran
la integridad de los datos recogidos.

Todos los datos sobre la participacion del paciente en el estudio y estado clinico durante el
periodo del estudio fueron anotados/archivados en la historia clinica del paciente. Estos datos se
definen como datos originales.

La informacion médica relevante para la evaluacién de eficacia y de seguridad fue transcrita a los
CRD especificamente disefiados para el estudio y también recogida en la historia clinica.

Los datos del CRD que proceden de documentos originales son consistentes con éstos.
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4.3. METODOS ESTADISTICOS

El andlisis estadistico ha sido realizado con el software: SAS v9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.
Las decisiones estadisticas se han realizado tomando como nivel de significacion el valor 0,05.

4.3.1. Variables del Estudio

El objetivo es la evaluacion de la eficacia mediante criterios clinicos y de imagen a los 12 meses
de laimplantacion de MSCy PRP. La base de datos final contiene informacién sobre 24 pacientes,
12 para cada grupo de tratamiento.

Se registraron las siguientes variables:

= Datos personales de los pacientes (filiacidn, edad, N2 de historia clinica...).

= Antecedentes personales de interés: antecedentes de tratamiento como
condroprotectores, tratamientos intrarticulares previos y sus caracteristicas.

= Variables de eficacia clinica: EVA, indice de Lequesne, WOMAC.

= Variables de eficacia regenerativa: RMN Cartigram.

= Durante el seguimiento se recogieron: el tiempo transcurrido entre controles, el
estado del paciente y de la rodilla, recurrencias o derrames. También se registran
los tratamientos concomitantes recibidos.

4.3.2. Variables de eficacia clinica

4.3.2.1. La Escala Visual Analdgica (EVA) tiene el propdsito de medir la intensidad del dolor
en los pacientes y consiste en una linea horizontal de 100 mm en cuyos limites se encuentran las
expresiones extremas. Cero (0) es la ausencia del sintoma a evaluar y diez (100) se considera la
mayor intensidad posible.

La EVA se utilizd para medir tanto la evolucidn del dolor asociado a las actividades de la vida
diaria como de la actividad deportiva en caso de practicarse.

La «Osteoarthritis Research Society International (OARSI)» propone unos criterios para evaluar la
respuesta individual al tratamiento farmacoldgico utilizado en la artrosis que permiten
determinar si un paciente responde a una determinada terapia.

Los criterios son distintos en funcidon de si el paciente recibe un tratamiento oral o intrarticular.

Si el tratamiento es administrado por via intrarticular, como es nuestro caso, se establece una
reduccion de la EVA del 40% para poder determinar una mejoria relativa y de por lo menos 30
unidades de la escala para determinar una mejoria absoluta (Pham 2003).

4.3.2.2. El indice Algofuncional de Lequesne (Lequesne 1987) se disefid para poder valorar la
capacidad funcional y el dolor de los pacientes con artrosis de cadera y rodilla y que la
herramienta fuera util para ayudar en la toma de decisiones de tratamiento como seria la
indicacion de cirugia protésica. Forma parte de las escalas de evaluacion mas empleadas para
medir la repercusion de una artrosis de rodilla.

El cuestionario es de facil aplicacién, consiste en 10 preguntas con referencia al dolor, la rigidez
y la funcidn. Las preguntas se formulan para saber el grado de dolor (5 preguntas), la distancia
que puede ser recorrida por el paciente en un episodio de marcha (1 pregunta) y cémo afecta a
las actividades de la vida diaria del paciente (4 preguntas).
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Cada bloque puede tener una puntuacion minima de 0 y maxima de 8, la puntuacién total estd
dentro del rango entre 0-24. En funcién de la misma se establece una escala de gravedad:

= 14 = extremadamente grave
= 11-13 =muy grave

= 8-10=grave

= 5-7=moderado

= 1-4=leve

Segun la experiencia de los expertos, puntuaciones a partir de 10-12 puntos apoyarian una
posible opcidon de tipo protésico como tratamiento (Altman 2005).

4.3.2.3. El Cuestionario WOMAC fue disefiado en las universidades de Western Ontario y
McMaster en 1988 para medir la sintomatologia y la discapacidad fisica percibida por la
poblacién con artrosis de cadera o de rodilla. La adecuacién de sus propiedades métricas se ha

demostrado en multitud de investigaciones, especialmente su sensibilidad al cambio (McConell
2001, Faucher 2004).

Este instrumento se ha utilizado ampliamente en estudios que evaltan la efectividad de la
artroplastia total de rodilla (ATR).

Su adaptacion al espaiiol se realizé en 1999 y se validé en 2002, siendo utilizada posteriormente
en numerosos estudios del ambito espafiol (Batlle-Gualda 1999; Escobar 2002). A pesar de su extension
de 24 items, es el Unico instrumento especifico que se ha adaptado en la poblacidn espaiiola con
gonartrosis.

Analisis de homogeneidad basal

Para asegurar que los grupos de tratamiento fueran homogéneos en funcidn de valores basales
(EVA, WOMAC, Lequesne), posibles factores de riesgo u otras variables que pudieran influir en la
respuesta, se realizaron analisis de homogeneidad basal bivariantes siguiendo el procedimiento
detallado a continuacion:

Variables cualitativas: se utilizé la prueba de homogeneidad de distribuciones discretas adecuada
(test de Chi-cuadrado o test exacto de Fisher) en funcién del cumplimiento de los criterios de aplicacion.

Variables cuantitativas: en primer lugar se analizd las condiciones de aplicacién de las diferentes
pruebas (pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk i pruebas de Homogeneidad de varianzas de
Levene). Se aplicé el modelo lineal o no paramétrico adecuado en funcién del cumplimiento de
los criterios de aplicacion (T-test o test de Wilcoxon).

Analisis de los cuestionarios

Para cada cuestionario se realizaron los siguientes analisis:

= Resumen descriptivo: Se obtuvieron tablas resumen con los estadisticos: N, Numero de
datos faltantes (NMiss), Media, Mediana, Desviacién estandar (Std Dev) y valores
Minimo y Mdximo; para cada grupo de tratamiento y globalmente. Se han representado
graficamente mediante diagramas de caja.

= Modelizacién: Se ajusté un modelo de regresion lineal de medidas repetidas teniendo en

cuenta el tiempo, el grupo de tratamiento y la interaccidn entre grupos y tiempo. Se
obtuvieron las medias ajustadas con el IC del 95% para cada grupo y tiempo.
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= Analisis entre grupos: Para cada tiempo se compararon las medias entre los dos
tratamientos, obteniendo las medias de las diferencias encontradas con el intervalo de
confianza del 95%.

=  Andlisisintra grupos: Para cada grupo de tratamiento se compararon las medias a lo largo
del tiempo (Om, 6m y 12m para EVAy Om y 12m para Lequesne y WOMAC).
En caso de obtener un resultado significativo, se realizaron los contrastes 2 a 2 a
posteriori corrigiendo los valores p con la correcciéon de Tukey. Se han obtenido las
medias de les diferencias con el IC del 95%.

4.3.3. Variables de eficacia regenerativa

Se realizé el estudio mediante RMN T2 mapping Cartigram® en 88 zonas (ROI) de la rodilla. Los
datos del estudio basal efectuado antes del tratamiento se confrontaron con los homodlogos
obtenidos al afio de seguimiento.

Se crearon las variables indicadoras de valor bajo y valor patoldgico (si/no), y se calculé para cada
paciente el nUmero de zonas con valor patolégico y nimero de zonas con valor bajo (antes y
después del tratamiento).

Las variables se recodificaron en tres categorias:

= Valor bajo (<30 ms)
= Valor normal (30-45 ms)
= Valor patoldgico (>45 ms)

Considerando variaciones significativas ya sea en sentido positivo como en sentido negativo las
superiores al 7% del valor basal.

Andlisis de los valores T2 de todas las ROI

Se obtuvieron tablas de contingencia con los resultados de las variables recodificadas antes y
después del tratamiento (para las 88 ROl de los 12 pacientes de cada grupo de tratamiento).

Se han representado graficamente a partir de un grafico de barras agrupadas.

Estos graficos también se han obtenido para cada uno de los pacientes por separado.

Se analizé el nimero de zonas con valores patoldgicos y el nUmero de zonas con los valores bajos
siguiendo el mismo procedimiento que en el andlisis de cuestionarios.

Analisis de los valores T2 que consideramos patolégicos (45-99 ms)
Se repitio el andlisis anterior considerando solo los valores patolégicos (45-99 ms).

Andlisis de la DE de los valores T2
Se calculé la DE de los valores T2 a los 0 meses y a los 12 meses mediante paired t-test,
obteniendo las medias de las diferencias encontradas con el intervalo de confianza del 95%.

Analisis de los ROl diferenciando compartimentos de carga

Andlisis de las ROI del cdndilo femoral: CIM, CIIM, CIIL, CIL, CEM, CEIM, CEIL, CEL.

Analisis de las ROI del céndilo tibial: TEM, TEIM, TEIL, TEL, TIM, THIM, TIIL, TIL.

Se representaron graficamente las medias de estas posiciones segun el grupo, adaptadas al
método de recogida de datos de varios estudios longitudinales para el estudio de la artrosis
(Reichenbach 2009, Eckstein 2010).
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Anadlisis de correlaciones
Analisis de correlacidén entre valores T2 y el indice WOMAC.

Analisis zonal

Debido al conocimiento generado por y durante el mismo estudio se considerd adecuado
introducir un andlisis no previsto en un inicio. Se realizaron 6 estudios zonales por cada grupo,
escogiendo los 3 pacientes mads jévenes de cada grupo por disponer mayor grosor de cartilago y
facilitar la discriminacién del cartilago profundo y superficial a 1,5 T. De cada paciente, el
radidlogo escogid 2 ROl que partiendo de valores T2 elevados hubieran mejorado significati-
vamente el valor T2, acercandose a valores de cartilago hialino.

Lectura y validaciéon de la Base de Datos

La lectura, gestion i validacidon de la base de datos se realizd con el software SAS v9.3, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA. Se realizd una validacion de la consistencia interna de las variables
de la base de datos asi como de los valores fuera de rango y valores faltantes para asegurar
totalmente su fiabilidad. Una vez finalizado el proceso de validacién la base de datos fue cerrada.

4.4. PROTOCOLO DE OBTENCION Y APLICACION DEL P-PRP

4.4.1. Material necesario
Sala

La terapia de infiltraciones con PRP se realiza en sala disefiada y dedicada a este fin, dotada con cabina de
flujo laminar TELSTAR BIO Il ADVANCE Ill que sigue las pautas de revision reglamentadas, aire
acondicionado controlado segln estandares del Centro Médico Teknon. Agua corriente en lavadero. El
suelo es de mosaico pulimentado y las paredes de material sintético. Sigue un mantenimiento de limpieza
diario a cargo de personal contratado.

La mesa de exploraciéon en donde se acomoda el paciente estd separada del area correspondiente a la
mesa de despacho mediante mampara de cristal opaco. La circulacidn a su alrededor es holgada y permite
realizar exploraciones complementarias con comodidad.

Durante los tratamientos, en el interior de la sala solo se encuentran el paciente, la enfermera
especializada en la técnica y el médico del equipo de ITRT, prohibiéndose el acceso a cualquier otra persona
salvo situaciones especiales.

Instrumentos especificos

- Centrifuga marca JP SELECTA modelo MIXTGASEL, con 4 cabezales oscilantes de 4 tubos de 9 mL cada
uno, validada por ITRT y ajustada por el fabricante.

- Cabina de aire laminar NUAIRE 201-230E.
(Los dispositivos siguen el mantenimiento dictado por las firmas suministradoras)

Material fungible

- Solucién jabonosa Hibiscrub®

- Alcohol 70°

- Povidona Yodada en solucién acuosa - Betadine ©
- Clorhexidina - Hibitane® - en solucién alcohdlica
- Cepillos para lavado quirurgico (estériles)
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- Toallas de papel estériles

- Rasurador

- Gasas

- Mascarillas quirargicas

- Guantes de latex no estériles, Guantes de latex estériles

- Tallas estériles desechables

- Smarch

- Canulas - sistema Venojet de Terumo®

- Embolo protector

- Gradilla portatubos

- Tubos citratados estériles - citrato sédico al 3,8% de 10 CC (tapon azul)
- Tubos no citratados estériles (tapdn blanco)

- Cloruro Calcico - Braun ® al 10%

- Jeringas estériles (20, 10, 5 cc)

- Agujas hipodérmicas (0.8x40 mm, 0.7x30mm, 0.5x16 mm)
- Aguja espinal 18 -Yale®

- Apositos adhesivos estériles -Tiritas®

- Aguja de insulina

4.4.2. Proceso segun orden cronoldgico

Preparacion preliminar del personal y material

- Media hora antes de iniciar la sesién de tratamientos, con la sala vacia de personas, se realiza el
encendido de la luz ultravioleta de la cabina de flujo laminar. Esta luz se cierra en el momento que se
inicia la actividad.

- Enfermera quirurgica vestida con pijama blanco de manga corta.

- Desinfeccion de superficies de la cabina de aire laminar con alcohol 70°

- Colocacién de la mascarilla desechable.

- 1°" lavado de manos durante 5 minutos. Secado con papel estéril desechable.

- Guantes desechables (no estériles).

- Desinfeccion de los tapones de los tubos citratados (tapdn azul) con gasas estériles impregnadas de
povidona yodada.

Preparacion preliminar del médico aplicador

- Vestuario: chaqueta quirurgica blanca de manga corta.

- Comprobacién de la disposicion de datos indispensables previos al tratamiento: historia clinica,
documento de consentimiento informado cumplimentado, hoja de registro de actividad...

- Colocacién de mascarilla desechable.

- Preparacion del paciente en decubito supino.

- Brazo extendido apoyado en la mesa de exploracién.

- Colocacién de Smarch a unos 10 cm proximal al pliegue del codo.

- Antisepsia de la piel de la cara anterior del codo mediante Solucién de Clorhexidina.

Obtencidon de muestra de sangre

Durante este proceso el médico ayuda a la enfermera en el manejo de los elementos no estériles

manipulando mediante guante desechable no estéril.

- La enfermera punciona la vena antecubital con canula Venojet de Terumo®.

- Recogida de la sangre extraida en tubos citratados de 10 cc (9 cc habiles). Volumen extraido segun
necesidad.

- Al finalizar la extraccion se comprime el punto de puncién durante unos 2 minutos mediante gasa estéril.

- Aplicacién de apdsito en el punto de puncion.

- Colocacidn de los tubos en los recipientes de la centrifuga segun norma.
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Centrifugacion

- 1800 rpm durante 8 min.
Al finalizar el proceso de centrifugado, el médico coloca los tubos en la gradilla e inmediatamente dentro
del ambiente de la cabina de flujo laminar.

- Extension de talla verde estéril en superficie de la cabina de flujo laminar.
- Paquete de gasas pequefias.

- Guantes estériles.

- Jeringa 10 cc.

- Aguja espinal 18 GA.

- Aguja de insulina.

Preparacion de la enfermeria quirurgica para la obtencion del PRP
- Lavado quirurgico durante 3 minutos. Enjuagado y secado con toalla de papel estéril.
- Colocacion de guantes estériles.

Preparacion del PRP en ambiente de flujo laminar

- Abertura de los envoltorios de las jeringas.

- Abertura de todos los tubos situados en la gradilla (tapones azules y blancos)

(desde este momento ya no se considera ninguna de las dos manos estériles).

- Aspiracion con jeringa sin que ni la aguja ni la jeringa toquen en ninglin momento las superficies externas
de los tubos u otras consideradas no estériles. En caso de incidencia en este sentido se invalidaria todo
el proceso, debiéndose valorar la conveniencia de su repeticion en la misma sesion.

El contendido de plasma seleccionado se vierte en los tubos no citratados (Queda pendiente la activacion
de la coagulacion del PRP con CaClz)

Preparacion del médico para la infiltracién

- Lavado de manos y antebrazos durante 5 minutos con jabdn antiséptico y cepillo quirdrgico, 3 minutos
en lavados sucesivos.

- Enjuagado y secado con toalla de papel estéril.

- Colocacién de guantes estériles.

Preparacion del paciente para la infiltracion de PRP

El rasurado, si se precisa, se efectia por el médico con anterioridad al proceso del lavado quirdrgico de

manos.

En posicidon adecuada para la infiltracion segun regién a tratar.

Abarcando amplia zona alrededor del punto de infiltracion, antisepsia de la piel con alcohol de 70

impregnando torunda de gasa.

- Aplicacion de povidona yodada impregnada en torunda.

- Segunda aplicacién de povidona yodada con nueva torunda. En casos de manifiesta alergia al yodo se
sustituye por solucién de clorhexidina.

- Delimitacidn de la regidn con tallas estériles.

o

Aplicacion del PRP

- La enfermera realiza la activacidn de la coagulacidn del plasma contenido en los tubos que se mantienen
en la cabina de flujo laminar, con CaCl: - segin dosis establecida para compensar la dosis de citrato
sédico, usado como anticoagulante en la extraccion de sangre. La ampolla de CaCl; se abre y la dosis
adecuada es aspirada con jeringa y vertida en los tubos.

- EI PRP activado se carga en jeringa de volumen adecuado a la cantidad mediante aguja espinal apoyada
en el fondo del tubo. En caso necesario se purga el aire de la jeringa.

- Se retira la aguja espinal y se coloca la aguja seleccionada por el médico para la infiltracion sin retirar el
capuchon protector plastico.
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(Todas estas acciones se realizan dentro del ambiente de la cabina de flujo)
- El médico de ITRT recibe la jeringa cargada con PRP y realiza la infiltracién.
- Guarda unresiduo que se vacia en tubos de laboratorio para practica de cultivos bacterianos del producto
infiltrado como control rutinario.
- Cubrir punto infiltrado con gasas estériles. Aplicacion de alcohol y Tirita®.

Recogida del material y residuos bioldgicos

- Se efectua la limpieza de las superficies empleadas y eliminacidon de residuos como envoltorios del
material empleado.

- Todo el material con contenido bioldgico y punzante se vierte en contenedor de residuos bioldgicos que
sigue el protocolo de recogida. El resto: guantes, gasas, tallas... se vierte en recipiente adecuado que
también sigue su proceso de recogida habitual.

- Se repite el proceso de desinfeccidn de las superficies de la cabina.

- La enfermera quirdrgica cumplimenta y guarda la hoja con los items de control de calidad del proceso.

4.4.3. Validacion del Procedimiento de Obtencion de P-PRP

La caracterizacion del PRP utilizado es crucial para evaluar efectos de la terapia con PRP. La
variabilidad en la composicidn es inherente al producto, pero es exigible establecer unos rangos
aproximados, ya que distintos PRP pueden causar distintos efectos, incluso efectos
contrapuestos.

Sistema de PRP Plaguetas mm3 Leucocitos mm3

300

ITRT (BTI) 563 £ 200 x 10E3

Arthrex 378 + 58 x 10E3 600+0.3

BIOMET 873 £ 207 x 10E3 20.000+6.7

Haemonetics (ITRT) 1.380 x 10E3 400

Tabla 9 . Contenido plaquetario / leucocitario de PRP obtenido con diferentes sistemas.
Fuente: Ensayo Clinico PRP-RICE http://www.bloodtransfusion.it/articolosing.aspx?id=000755

La Tabla 9 representa rangos aproximados de plaquetas y leucocitos obtenidos con diferentes
sistemas. El item ITRT se refiere al sistema descrito por E. Anitua en el que modificamos el sistema
de pipeteo procurando disminuir los riesgos de contaminacién.

El sistema Haemonetics fue testado por nuestro equipo en ocasién de un ensayo clinico.
Nuestro procedimiento habitual es un sistema en tubo.

Siguiendo la normativa, el tiempo de la manipulacién del producto se realiza bajo atmdsfera de
flujo laminar horizontal.

En los 100 primeros casos tratados se realizdé hemocultivo sistemdatico de una muestra del
producto infiltrado. Posteriormente se realizaron hemocultivos en el 50% de los pacientes hasta
un total de 150.

Actualmente se realiza un hemocultivo en cada sesion de tratamientos. Han resultado negativos
hasta la fecha (General Lab).
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La validacidn del PRP fue efectuada por el =,
BST mediante citometria de flujo. -
La aplicacién de la citometria de flujo en el
estudio de las plaquetas ofrece grandes
ventajas sobre otros métodos de analisis,
porque solo exige la disposicion de
pequefiias alicuotas de sangre,
aproximadamente 2 uL, y una
manipulacion minima, evitando inter-
ferencias por activacion in vitro y -
reduciendo las posibles pérdidas de
subpoblaciones de plaquetas (Shattil 1987:

]
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Abrams 1991). 2
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Es el Unico sistema hasta el momento que §-‘=-"'
puede detectar subpoblaciones de o Q".:.
plaquetas. T4
Los marcadores utilizados incluyen I B Lo
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reactivos monoclonales dirigidos contra FEC-Height FSC-Height

proteinas que se expresan en la membrana

plaguetaria, tales como CD41 y CD61
(McKenzie 2001).

Fig. 25. Citometria de flujo PRP. Control negativo IgG
y control positivo para plaquetas CD41a (CD41/CD61).

sangre periférica (basal) ‘

media ‘ rango ‘ media

Plts x 10E3 pL 165-329 407 - 801

Plts x 10E9 8.01 43-12 3.69 1.7-7.2

Vol. mL 36 18 -45 8 3-9

Plts recup. % - - 50 33-66

Plts. incremento - - 2,5 1.5-34

Tabla 10. Concentracion de plaquetas sangre-PRP. Evaluacion sobre muestra lineal de 20 casos
(Validacién BST)

El tratamiento con PRP al que nos referimos en este estudio sobre gonartrosis, es un PRP
autdlogo preparado siguiendo el procedimiento del ITRT siguiendo estrictas medidas de asepsia.

El fraccionamiento de los diferentes componentes sanguineos se efectia en tubos citratados
mediante centrifugacién a 460 g con lo que se logra preservar la integridad plaquetaria y evitar
la degranulacidn. Es decir, la liberaciéon prematura del contenido de sus granulos alfa, que
supondria la exposicidn de los FC a la rdpida accidn desnaturalizadora de las proteasas presentes
en el mismo plasma.

Se trata de un PRP que contiene algo mds del doble de plaquetas que la sangre periférica y
minima presencia leucocitaria y por tanto poco o nada tiene que ver con FC recombinantes y sus
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efectos. Tampoco presenta un exceso de TNF-a ni de interleukinas proinflamatorias, factor
esencial para no alterar el balance antiinflamatorio de las citoquinas presentes.

Otras técnicas comercializadas de obtencion de PRP son totalmente opuestas en este aspecto ya
gue aportan al PRP un concentrado leucocitario. Algunas implican centrifugados a altas «g»,
incluso centrifugados repetidos, efectuados mucho tiempo antes del acto quirdrgico. En estos
casos se suman los efectos negativos de la degranulacidn plaquetaria no controlada y el excesivo
tiempo transcurrido hasta la misma, lo que presupone una pérdida significativa de FC.

En nuestro caso la activacién de la coagulacién se realiza mediante adicién de CaCl; a
proporciones precisas (Anitua 2004). Otras técnicas consiguen la activacion mediante trombina
homdloga o heterdloga que, aparte de otras consideraciones, tiene alto poder antigénico y puede
condicionar por si misma un resultado negativo del tratamiento con PRP.

El PRP se administra inmediatamente después de su activaciéon en un volumen maximo de 8 mL.
El procedimiento se realiza 4 veces a intervalos de 15 dias entre cada actuacion.

Asumir estos conceptos es fundamental para la compresion del tema y la interpretacion de los
resultados obtenidos; por esto la terminologia empleada debe procurar clarificar al maximo el
producto del que se esta tratando.

En nuestro caso utilizamos el anagrama P-PRP siguiendo la clasificaciéon de Ehrenfest basada en
2 parametros: presencia/ausencia leucocitos y arquitectura fibrina (Ehrenfest 2014).

=  P-PRP Plasma rico en plaquetas puro o pobre en leucocitos
= L-PRP Plasma rico en plaquetas y leucocitos

=  P-PRF Fibrina rica en plaguetas y pobre en leucocitos

= L-PRF Fibrina rica en plaquetas y leucocitos

Muchos dispositivos comercializados para la obtencidn de este producto (Harvest Smart-Pre P
de Harvest technologies, Plymouth, USA; Biomet GPS Ill de Biomet Inc, Warsaw, USA o Regen
PRP de Regenlab, Lausanne, Suiza), obtienen el producto que se corresponde con el L-PRP. Su
aplicacion articular puede tener un efecto muy diferente al P-PRP porque puede inclinar la
balanza a favor del componente proinflamatorio ademas de incrementar los niveles de moléculas
catabdlicas como IL-1B y MMP (Sundman 2011). Es cierto que el P-PRP también es fuente de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-1 a, IL-1 B, TNF a, IL-6, IL-8, IL17 e IL-18) pero en mucha menor
proporcién que el L-PRP y el balance de la liberacién de elementos anti-inflamatorios es
absolutamente favorable. El P-PRP libera una proporcién de IL-ra 23.000 veces mayor que IL-1 a
y 8000 veces mayor que IL-1B (Xie 2014; Magalon 2014).

4.5. PROTOCOLO DE OBTENCION Y APLICACION DE LAS MSC

4.5.1. Obtencion de médula dsea por puncion-aspiracion

La puncidn-aspiracion de la médula désea se realiza en quiréfano en sesién programada.
El paciente en decubito prono, acomodado con almohadas, se somete a sedacién suave.
Seguidamente, se procede a pincelado del campo quirdrgico con solucidon de clorhexidina y
delimitaciéon con campos estériles dejando libres ambas crestas iliacas posteriores.

Tras anestesia local y sedacién, dos miembros del equipo de ITRT, situados a ambos lados de la
mesa de operaciones, realizan diversas punciones dseas con trécar de 11 GA, bajo la espinailiaca
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posterosuperior en direccién a la articulacidn sacroiliaca -esta es la zona del iliaco con mayor
espesor trabecular-. La técnica implica la perforacion cortical y aspiracion subita de 1-2mL de
médula ésea para evitar en lo posible el aspirado de sangre periférica.

El producto obtenido se inyecta en la bolsa suministrada para el transporte que previamente ha
sido heparinizada con dosis protocolizada segin el volumen de aspirado medular.
Las dos aspiraciones sucesivas se realizan rotando el trocar biselado 90°, en sentido de las agujas
del reloj. El mismo orificio de puncién permite profundizar 1-2 mm unas dos veces, repitiendo la
misma metodologia de aspiracion de 1 mL, cambio de jeringa, rotacion del bisel 90° y nueva
aspiracion. Luego el trécar puede retirarse ligeramente, deslizdndolo unos pocos milimetros
sobre la cortical de la pelvis y repetirse la puncidn, continuando en ambos lados de la pelvis hasta
conseguir unos 100 mL.

Evitar que el proceso de obtencidn del material celular se dilate en el tiempo es critico para evitar
la contaminacidn de la muestra. El procesado celular se realiza sobre la muestra obtenida. Si la
cantidad recolectada de células progenitoras es baja, la expansién dara un producto de capacidad
biolégica limitada.

Siguiendo los requisitos establecidos por la legislacién, la muestra de aspirado de médula dsea
se transporta a la Unidad de Terapia Celular del IBGM en Valladolid o Xcelia, Unidad de Terapias
Avanzadas del BST en Barcelona.

El transporte se realiza en condiciones reglamentadas, en un maximo de 12 horas, en contenedor
isotermo entre 4-12 °C.

4.5.2. Procesado Celular en la Unidad de Terapia Celular

El procesado y multiplicacion de las células recolectadas de médula dsea siguiendo el
procedimiento bajo NCF dura entre 21y 23 dias.

El equipo facultativo responsable es experto en el manejo del procedimiento de seleccidn, cultivo
y recogida del producto celular. Este producto, una vez disponible para aplicacién, recibe el
nombre de MSV en el caso de MSC procesadas en el IBGM y de Xcel-condro-alfa en el caso de
MSC procesadas en el BST.

Los pormenores de los procedimientos normalizados de trabajo (PNT) son especificos para cada
unidad de produccién y en algunos aspectos se encuentran bajo proteccidon de la propiedad
intelectual, razén por la que no se describe con detalle, sin embargo, en lo fundamental, los
procedimientos son equiparables y el producto final se considera que posee las mismas
propiedades fundamentales.

El procesamiento de la médula ésea se inicia antes de que transcurran 12 horas desde la
realizacion del aspirado y dura aproximadamente unos 23 dias.

En una etapa inicial se selecciona la fraccién celular mononuclear mediante gradiente de
densidad con Ficoll. Posteriormente, se lleva a cabo un estudio de viabilidad celular utilizando el
colorante Trypan-Blue, puesto que para iniciar el cultivo es necesario que las células
mononucleadas (CMN) presenten una viabilidad igual o superior a 70%. Una vez comprobado el
buen estado de las CMN, se siembran en frascos de cultivo y se incuban, cambiando el medio
cada 3-4 dias. Periédicamente se valora microscopicamente el aspecto de la monocapa celular
que forman las MSC y cuando se alcanza el 60-80% de la superficie de la placa de cultivo, se
procede a su tripsinizacion y subcultivo con el fin de aumentar y purificar la estirpe celular. Se
realizan como maximo tres pases o procesos de tripsinizacion.

En la maifana del dia 21-23 cultivo, que es el mismo dia en que se realiza la infusién celular, las
MSC se resuspenden en 8 mL de medio isotdnico de Ringer Lactato, Albumina Humana 0,2% vy
Glucosa 5mM con una concentracién de 40x106 = 2x106 MSV, contenida en jeringa o bolsa,
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asegurando una viabilidad celular > 80%.

La caracterizacion de las MSC se realiza mediante estudios inmunofenotipicos utilizando
citometria de flujo (tipicamente expresion de CD73, CD105, CD90, D166 y negatividad de CD45,
CD14, CD34, CD31, HLA-DR).

Todo el proceso de produccion se lleva a cabo por especialistas altamente cualificados en cultivos
celulares cumpliendo Normas de Correcta Fabricacion. Las condiciones asépticas de las zonas de
trabajo estan garantizadas por monitorizacidn ambiental y controles apropiados definidos en los
Procedimientos Normalizados de Trabajo que establecen las Normas de Correctas Fabricacion.
Durante todo el proceso se llevan a cabo diferentes controles de calidad para confirmar la
ausencia de contaminacidén y la buena marcha del proceso.

4.5.3. Procedimiento de infusion intrarticular de las MSV

La recoleccidon y preparacion de las MSC se realiza en horario de mafiana, se transportan en
condiciones reglamentadas en contenedor isotermo entre 4-12 °Cy se aplican antes de 6 horas.
El paciente cursa los tramites administrativos correspondientes al ingreso y tratamiento en
régimen ambulatorio y se persona en el area de cirugia ambulatoria de Centro Médico Teknon.

= Serealiza en quirdfano de cirugia ambulatoria.

= El paciente se coloca en decubito supino.

= Se procede a la antisepsia de la piel y entallado aséptico de la regidn.

= Elfacultativo responsable, del equipo de ITRT, tras preparacion aséptica, vestido
con bata y guantes estériles, efectta la infusién de la dosis de MSC.

= Apdsito estéril simple en el punto de infiltracion.

4.5.4. Pauta Postratamiento

Después de la infusidn celular intrarticular, salvo que ocurra alguna incidencia, se concede el alta
hospitalaria a las 2 horas y se solicita al paciente que mantenga reposo relativo en domicilio
durante 48 horas.

El seguimiento a largo plazo consiste en visitas clinicas y monitorizacién de RNM especificadas
en el protocolo. Si por cualquier razén un paciente se retira del estudio se asegura que seguiran
atendidos y tratados seguin “lex artis”.
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V. RESULTADOS

5.1. ANALISIS DE HOMOGENEIDAD BASAL

N

Mean Median Std
56.00 | 60.00 | 15.13 | 31.00
12 0 56.92 | 62.00 | 14.74 | 32.00 | 75.00

24 0 56.46 | 60.00 | 14.62 | 31.00 | 75.00

Tabla 11 . Estadisticos descriptivos de la edad.
(No DS p=0.8819 / t-test para datos apareados)

GRUPO
PRP MSC

N

Tabla 11. Estadisticos descriptivos del sexo
(No DS p=1.000 / Exact's Fisher Test)

GRUPO Nobs less Mean | Median Std Min Max
12 23.50 | 22.41 | 2.12 | 21.22 | 26.72

12 0 23.40 | 23.33 | 1.52 | 21.22 | 26.30
24 0 23.45 | 23.14 | 1.80 | 21.22 | 26.72

Normal
Sobrepeso 4

Tabla 13 . Estadisticos descriptivos de IMC.
(No DS p=0.9317 / Wilcoxon Test)
Distribucién de los individuos con normopeso y sobrepeso en cada grupo
(No DS p=0.6404 / Exact's Fisher Test)

Tabla 14. Grados K & L. Distribucién de los grados de artrosis en ambos grupos
(No DS p=0.4441/ LR Chi Square Test)
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GRUPO N Nmiss| Mean

PRP EVA

MSC EVA

PRP WOMAC
MSC WOMAC

‘Median Std
12 | 0 564 | 6.00 |1.64
12 | o0 499 | 540 [3.14
12 | 0 | 22.83 | 21.00 |7.66
12 | 0 | 21.42 | 20.00 [12.75

Tabla 15. Valores basales de los cuestionarios algofuncionales.

No se encontraron diferencias significativas (DS) entre ambos grupos respecto las
caracteristicas basales en las variables contempladas: Edad, Sexo, IMC, grado K&L y

EVA (p<0.5338 t-test); WOMAC (p<0.7446 t-test)

los indices algofuncionales EVA y WOMAC de ambos grupos.
La edad media también fue similar (56 PRP y 56,92 MSC).

Se agruparon por género, 9 hombres y 3 mujeres en ambos grupos. También se

estratificaron en funcion del IMC.

Como se define en los criterios de inclusidn, el grado de K&L estd comprendido entre

[I-1V y los pacientes se aparearon por grados.

5.2. ANALISIS DE LOS CUESTIONARIOS ALGOFUNCIONALES

5.2.1. Estadisticos descriptivos de la EVA

GRUPO T N

N

Miss

Mean Median

Std Dev

EVA

Om |12| 0 | 5.64 | 6.00

ém (12| 0 | 3.71 | 3.50 1.76
12m |12| 0 | 483 | 4.25 1.84
Om |12| 0 | 499 | 540 3.14
ém |12 0 | 197 | 1.70 1.60
12m 12| 0 | 1.63 1.90 1.46

[E—

M
GRUP M FRP B MSC

.
| T
o+ l
&M 12!

Tabla 16. Estadisticos descriptivos de la evolucion del
dolor por escala EVA.

En ambos grupos se observa una disminucién significativa del dolor (DS: PRP p=0.0072; MSC p<0.0001);
mas marcada en el grupo MSC (DS: Diferencia mejora del dolor entre PRP-MSC p=0.0096).

A los 6 meses el dolor disminuye en ambos grupos (DS: PRP p=0.005 y MSC p<0.0001), aunque disminuye

Fig. 26. Diagrama de caja de la

evolucion del dolor por escala EVA.

mas en el grupo MSC (DS: diferencia entre grupos p=0.037).

Alos 12 meses en el grupo PRP se observa leve aumento del dolor, sin alcanzar niveles basales (Om-12m

p=0.3573) y en el grupo MSC el dolor sigue disminuyendo (0m-12m p<0.0001).
La diferencia entre grupos a los 12 meses es significativa (DS: p<0.0003).

74




RESULTADOS

Lower Upper
95% Cl 95% ClI
6m 193 | 0.76 3.11 0.0052
Om 12m | 0.81 -.37 1.98 0.3573
6m 12m -1.1 -2.3 0.05 0.1429
Om 6m 3.03 1.85 4.2 <.0001
Om 12m | 3.36 | 2.18 4.53 <.0001
6m 12m | 0.33 -.84 1.51 0.8361

Adj P

T Mean

Tabla 17 . Andlisis intra grupos EVA

A los 6 meses el grupo MSC presentd reduccion de la EVA de casi 2 puntos respecto al
grupo PRP (DS: p=0.037).
A los 12 meses la diferencia era superior a los 3 puntos (DS: p<0.0003).

En el grupo MSC se observaron diferencias significativas respecto al tiempo basal
tanto a los 6 meses (p<0.0001) como a los 12 meses (p<0.0001).
No se encontraron DS entre los 6 y los 12 meses.

En el grupo PRP sdlo se observaron DS entre el tiempo basal y los 6 meses (p=0,005).
A los 12 meses en el grupo PRP se observa leve aumento del dolor, sin alcanzar
niveles basales (p=0.3573).

5.2.2. Estadisticos descriptivos del indice de Lequesne

3.0
T
254
20+
-
|
|
|
|
4

GRUPO T N Miss Mean

Median Std Dev

log_LEQUESNE

2.16 2.12 0.41 104

ShE 1.63 1.70 0.76 05|

MSC 1.99 2.01 0.62 a0 . -
0.88 1.04 0.73

Tabla 18 y Fig. 27. Estadisticos descriptivos del indice de Lequesne (log). El indice de Lequesne no
presentaba una distribucién Normal debido a la presencia de algunos valores muy altos que hacian
aumentar la media y la variabilidad. Se normalizaron los datos mediante la transformacion logaritmica.

A los 12 meses se encontraron diferencias de 0,75 puntos en escala logaritmica, lo
que representa una diferencia de 2,1 puntos en la escala original y es estadis-
ticamente significativa (DS: p=0.0078).

Se observaron DS en el tiempo en los dos grupos PRP: p=0.0027; MSC: p<0.0001.
Estas DS son mayores en el grupo MSC que en el grupo PRP (p=0.066).
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5.2.3. Estadisticos descriptivos WOMAC

N
GRUP  Temps NM Mean Median Std Dev g 7 5
PRP Om |12 0 |22.83 | 21.00 7.66 o | .
12m |12 0 |16.75| 14.00 | 10.53 -
Ve Om 12| 0 |21.42| 2000 | 12.75 8 - o
12m |12 O 9.75 9.50 6.93

Tabla 19 y Fig. 28. Estadisticos descriptivos del indice WOMAC.

Las medias del cuestionario WOMAC mejoraron en ambos grupos (M+DE PRP: 2249,6 a 16,59,
p=0.0014; MSC :20,8+10 a 8+5, p<.0001) de forma significativa a los 12 meses.

(0]49] 12m
28 13
25 13
14 5
6 0
15 6
14 4
8 6
15 4
34 16
38 19
23 4
30 7

Tabla 20. Media del WOMAC por paciente. 5/12 pacientes del grupo PRP mejoraron >26%; mientras 11/12
pacientes del grupo MSC mejoraron >26%. BSD=0.38 (Bonferroni significant difference: p1-p2 > 1.96 x SE)
por lo que la mejora en el grupo MSC fue significativamente mayor.

A los 12 meses se observaron DS en los dos grupos (PRP p=0.0014; MSC p<0001).
Estas DS son mayores en el grupo MSC que en el grupo PRP (BSD=0.38).
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5.3. ANALISIS T2 MAPPING
5.3.1. Analisis de todos los valores T2 (88 ROI)

Grupo PRP

T20m | T212m
Frecuencia <30 | 3045 | >45
Porcentaje ms ms

<30 ms

30-45 ms

>45 ms
Total

Tabla 21. Grupo PRP. Representacion grafica de todos los ROIs (valor absoluto y %) Om-12m. Los valores
bajos (<30 ms) se incrementaron del 2 al 8%. De estos, 71 de 86 eran valores normales en la RMN basal.
Los valores normales disminuyen del 66% al 64%. Los valores elevados se reducen el 31% al 27%.

Grupo MSC

T20m T212m

Frecuencia 30-45 | >45
Porcentaje ms ms

<30 ms

30-45 ms
>45 ms
Total

Tabla 22. Grupo MSC. Representacion grafica de todos los ROIs (valor absoluto y %) Om-12m. Los valores

bajos (<30 ms) disminuyeron del 6 al 3%. Los valores normales se incrementan del 59% al 75%. Los valores
elevados se reducen el 31% al 21%.
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Grup = PRP Grup = MSC

800

Frequency

<30 ms 30-45 ms >45 ms <30 ms 30-45 ms >45 ms
T2 Mapping

[Temps mOM m 12M]

Fig. 29. Grafico de barras de los 88 ROl segtin grupo y momento. En el grupo PRP disminuye el nimero de
valores normales (30-45 ms) y aumenta su dispersion. En el grupo MSC el incremento de valores normales
es evidente a los 12 meses, junto a la disminuciéon de valores patoldgicos (<30 ms é > 45 ms).

Valores T2 bajos:

En el grupo PRP aumentan del 2% al 8% (p=0.07).

En el grupo MSC descienden del 6% al 3% (p=0.07).

La diferencia entre grupos es significativa (DS: p=0.015).

Valores T2 normales:

En el grupo PRP descienden de 66% a 64% (p=0.08).

En el grupo MSC aumentan del 59% al 75% (p<0.001).
La diferencia entre grupos es significativa (DS: p<0.001).

Valores T2 elevados:

En el grupo PRP descienden de 31% a 27% (p=0.188).
En el grupo MSC descienden del 33% al 21% (p<0.001).
La diferencia entre grupos es significativa (DS: p=0,043).

El indice T2 global (T2 cartilago tratado / T2 cartilago normal):

En el grupo PRP, a los Om 1 sujeto (8.3%) presentaba indice T2 global cercano a
normalidad. A los 12 m 2 sujetos (16%) presentaban indice cercano a normalidad.
Representa una mejoria del 7%.

En el grupo MSC, a los 0 m ningun sujeto (0%) presentaba valores cercanos a
normalidad. A los 12 m 6 sujetos (50%) presentaban indice cercano a normalidad.
Representa una mejoria del 50%.
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5.3.2. Analisis de los valores T2 45-99ms

45-99 ms
78+ 22
61+ 18
62+ 16
51+ 15

54,9+ 12
43,5+ 7
61,6+ 18
46,8+ 13
54,7+11
40,5+ 6
50+ 7
45+ 5
50,7+ 4
43+ 7
60,8+ 12
46,6 9
55+ 10
43+ 7
64+ 18
48+ 15
56+ 11
42+ 9
68+ 18
58+ 20

Tabla 23. Estadisticos descriptivos de los valores T2 (ms) de 45 a 99 ms de Om a 12 m.

La Media T2 de valores 45-99 ms mejord en el grupo PRP en el 42% de los casos
(significativamente en el 17%) y empeoro en el 58%.

En el grupo MSC la Media mejoré en el todos los pacientes (100%), (significativa en
el 75%) de los casos y ninguno de ellos empeord.
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Anilisis Variable : T2 Mapping

\
Grup Temps N Miss Mean | Median Std Dev. Minimum Maximum

oM 322 0 | 55.10 | 51.00 | 10.77 46.00 98.00
o 12mM | 322 0 | 50.20 | 48.00 | 12.42 21.00 96.00
oM 318 0 | 56.33 | 52.00 | 11.45 46.00 97.00
e 12M | 318 0 | 46.21 | 45.00 | 10.05 30.00 98.00

Tabla 24. Evolucién de la media y DE de los valores T2 45-99 ms. Los grupos presentan valores T2 basales
muy homogéneos. Se observan diferencias a lo largo del tiempo (p=0.001). En el grupo PRP la reduccidn
es de 4msy en el grupo MSC de 10 ms. Esta diferencia es estadisticamente significativa (p< 0.001).

100 o & i : Fig. 30. Grafico de cajas de los valores T2 patoldgicos
o S segun grupo y momento. Los resultados indican que el
80 E %- + grupo MSC se comporta mejor que el grupo PRP, no solo
2 ! i % en los valores T2 globales sino en la concordancia, ya
g - que la DE es menor (p<0.05 con paired t-test usando las
§ ; _ ' DE de todos los pacientes). La grafica refleja la evolucion
. - de la DE del grupo PRP, incrementando la dispersion
1 | tanto por encima como por debajo de la media (valor
- = min. a los 12 m: 21ms). Contrasta con la DE del grupo
20 , i . MSC, que se reduce sobre todo a expensas de valores
o 1 altos (valor min a los 12 m es: >30ms).

La Media T2 de valores patoldgicos descendié en ambos grupos. En el grupo PRP la
reduccion fue de 4ms y en el grupo MSC de 10 ms. Esta diferencia es estadis-
ticamente significativa (DS: p< 0.001).

5.3.3. Analisis de la Desviacion Estandar de los valores T2 hasta 99 ms

Analisis Variable : T2 mapping
n
Grupo T n Miss DE Min

PRP

MSC

Tabla 25. Estadisticos descriptivos de todos los valores T2 hasta 99 ms. Se observa mayor concordancia
entre los valores T2 del grupo MSC que los del grupo PRP, ya que la desviacién estandar del grupo PRP se
incrementa y la del grupo MSC disminuye (p<0.05 mediante paired t-test usando las DE de todos los
pacientes).
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Histograma de los valores T2 del Grupo PRP, a Om (superior) y 12m (inferior)
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15
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N2 ROIS
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1 5 913172125293337414549535761656973778185899397
ms

Fig. 31. Histograma del grupo PRP valores T2 hasta 99 ms.
Media + DE Om: 42 +11.1ms; 12m: 40 + 11.8 ms. Se observa la dispersién de los valores,
incrementandose tanto a la derecha como a izquierda del eje de abscisas.
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Histograma de los valores T2 del Grupo MSC, a Om (superior)y 12m (inferior)
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Fig 32. Histograma del grupo MSC valores T2 hasta 99 ms.
Media + DE Om: 42 £12.2ms ; 12m: 39 £ 8.2 ms. Se observa un agrupamiento de los valores alrededor de
la media, a ambos lados del eje de abscisas.
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Graficos comparativos de la DE de todos los valores T2 (88 ROI)

Grupo PRP

Group=PRP

0.06

0.05

0.04

0.03

Density

0.02

0.01

0.00 -

T
100
T2 Mapping

Time 0 ——— Time12

Fig. 33. DE del grupo PRP. La desviacion estandar se incrementd a los 12 meses (DE Om: 11.16ms; DE 12m
11.84m:s). La linea discontinua roja (12m) no muestra un incremento de la curva alrededor de los valores
normales, sino que se hace mas amplia (incrementa la dispersidn de los valores, aumentando la DE).

Grupo MSC

Group=MSC

0.06

0.05

0.04 A

0.03

Density

0.024

0.014

T2 Mapping

Timel ——— Time12

Fig. 34. DE del grupo MSC. La desviacion estdandar mostrd una disminucion significativa a los 12 meses (DE
0m: 12.29ms; DE 12m: 8.29ms). La linea discontinua roja muestra el agrupamiento de los valores alrededor
de valores normales, estrechandose y disminuyendo la DE.

Se observan diferencias significativas en la DE de ambos grupos, la del grupo PRP se
incrementa y la del grupo MSC disminuye (p<0.05), se observa mayor concordancia
entre los valores T2 del grupo MSC que los del grupo PRP.
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5.3.4. Analisis Zonal

Andlisis zonal del cartilago en ms

GRUPO n  Cartilago Profundo Cartilago Superficial p

PRP 6 39.50 (4.28) 44.50 (4.18) 0.3770

6 39.33 (5.24) 50.67 (7.23) 0.0529

Tabla 26. Variacion zonal. Media (DE) en ms de los valores T2 profundo y T2 superficial de los 12 ROI
estudiados a los 12 meses (2 x paciente, 3 sujetos del grupo PRP y 3 sujetos del grupo MSC).

En el grupo PRP no se observa variacidn espacial entre el cartilago profundo y el superficial (p=0.377).
En el grupo MSC la diferencia entre el cartilago profundo y superficial es de 11.3 ms. No es
estadisticamente significativa (t-test p=0,053) pero se observan diferencias significativas entre los dos
grupos (t-test p=0,043).

Adicionalmente se calculé el indice T2 zonal (T2 profundo/T2 superficial) del cartilago tratado.
En el grupo PRP ninglin ROI (0%) mostrd un patrén parecido a cartilago normal.
En el grupo MSC 4 de 6 ROI (66%) mostraron un patrén parecido a cartilago normal.

En el grupo PRP no se observa variacion espacial entre el cartilago profundo vy el
superficial (p=0.377). En el grupo MSC la diferencia entre el cartilago profundo y
superficial es de 11.3 ms, aunque no es estadisticamente significativa (t-test p
=0,053) Las diferencia entre grupos es significativa (p=0,043).

indice T2 zonal a los 12 meses es similar al cartilago sano en 0/6 de los ROI (0%) del
grupo PRP y 4/6 ROI (66%) del grupo MSC.

5.3.5. Anadlisis de los compartimentos de carga

FEMUR

0ms
4 3ms

La Fig. 35 muestra la modificacion de la media de
los valores T2 (ms) a los 12 m para cada
. compartimento y zona de carga.
Anterior - .
~ TIBIA L CFE: PRP no se modifica; MSC mejora (-3ms).
CFl: PRP mejora (-4ms); MSC mejora (-9ms).
CTI: PRP empeora (+1 ms); MSC mejora (-5).

Lateral Medial
CTE: PRP empeora (+2ms); MSC mejora (-11ms).
Fig. 35. Modificacion de la media de los
Posterior valores T2 a los 12m por compartimentos
1 CFE: condilo femoral externo; CFl: condilo femoral interno
@ P-PRP - Msc CTI: céndilo tibial interno; CTE: céndilo tibial externo
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FEMUR FEMUR
44(9) 52 (19) 44 (9) 48 (19)
45 (13) 55 (23) 42 (10) 46 (13)
Anterior ™~ Anterior
~ TIBIA e TIBIA
Lateral Y .; Medial Lateral for e Medial
34(5) el 360) o
46 (13) <@ 35 (4) @
Posterior Posterior
W rere [ MisC B rere [l MsC

Fig. 36. Evolucion de los valores T2 (ms) por compartimentos Om-12m.
CFE: céndilo femoral externo; CFl: condilo femoral interno; CTI: condilo tibial interno; CTE: céndilo tibial externo

En la figura 36 se muestra la Media (DE) de los valores T2 (ms) en cada compartimento y para cada grupo
de tratamiento a los Om (figura izquierda) y 12m (figura derecha).

CFE: PRP no se modifica (44+9 a 444+9ms); MSC mejora (45+13 a 42+10ms).

CFl: PRP mejora y la DE no se modifica (52+19 a 48+19ms); MSC mejoran media y DE (55+ 23 a 46+13m:s).
CTI: PRP empeoray la DE no se modifica (44+13 a 45+13ms); MSC mejoran media y DE (47+15 a 42+13ms).
CTE: PRP empeora (3445 a 36+4ms); o MSC mejoran media y DE (4613 a 35+4ms).

FEMUR
En la Fig. 37 se muestra el analisis de la evolucién para cada
4 12 grupo de tratamiento de los subcompartimentos mediales,
ve vz destacados en color gris.
T~ Anterior CFl med: PRP mejora (-4ms); MSC mejora (-9ms).
TIBIA 4 - CFI lat: PRP empeora (+1 ms); MSC mejora (-3).
‘ CTl lat: PRP mejora (-0.8ms); MSC mejora (-6.5ms).
| vos Medial
4 6.5
Fig. 37. Analisis de los valores T2 de los subcompartimentos
Posterior mediales.
I CFI med: condilo femoral interno medial
I p-prP Il vsc CFl lat: condilo femoral interno lateral

En la tabla 27 se especifican los valores T2 en
ms (M*DE) de los 12 pacientes de cada
grupo para el subcompartimento lateral del
fémur medial y el subcompartimento tibial
medial.

(p<0.05 t-test para datos apareados, ajustado
para edad, sexo, IMC, K&L basal y WOMAC basal).

48.1+2.3 49.842.3
12m 49.9,+2.7 46.712.0
delta 1.8 -3.1 <.005
Om 39.9+2.6 48.4 2.5
12m | 39.1+3.5 42.0£2.0
delta -0.8 -6.4 <.0001

Tabla 27. Valores T2 (ms) de compartimento medial.
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5.3.6. Analisis de correlaciones

Analisis de todos los ROl excluyendo los valores >100 ms.

GRUPO PRP GRUPO MSC

Valores T2 Valores T2

Tabla. 28. Correlacién por grupos entre la variable WOMAC y T2. Esta es mayor en el grupo MSC que en
el grupo PRP (p=0,74 y p=0,56 respectivamente). En el grupo MSC las diferencias son estadisticamente
significativas (p < 0,01).

GRUP = PRP GRUP = MSC
o o
0 -
o
o
5 o o
o
o]
< o
3 °
= -10- o
o
o o
-15 1
-20
I I I I I I I I I I
8 6 4 2 0 8 6 4 2 0
T2 mapping
| O WOMAC Regression |

Fig.38. Diagrama de dispersion y recta de regresion segun grupo entre T2-WOMALC. En el grupo MSC se
observa una fuerte correlacion entre el indice T2 y el WOMAC score (p=0,74; p=0.006), en tanto que la
correlacion es mas débil entre el los valores T2 del grupo PRP y el WOMAC score (p=0,56; p=0.058).

Se observa una correlacidn positiva entre la mejora de los valores T2 y el WOMAC. Esta es mayor
en el grupo MSC que en el grupo PRP (p=0,74 y p=0,56 respectivamente). En el grupo MSC las
diferencias son estadisticamente significativas (DS: p < 0,01)
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V1. DISCUSION

La rodilla es un «érgano» del aparato locomotor, al igual que el rifién lo es del excretor o el higado
del digestivo. Pensamos que su funcion mecdnica de soporte o «bisagra» hace olvidar con
frecuencia que es un érgano vivo, con una fisiologia especifica que, cuando se altera, desemboca
en una fisiopatologia cuyo conocimiento se encuentra en permanente evolucidény a la que se ha
de prestar atencidn si se pretende tratar con acierto la enfermedad.

Sin renunciar en absoluto a la idea que la artrosis en general, la gonartrosis en particular, puede
ser causada y verse influida en su evolucion por sobresolicitaciones mecanicas, entendemos que
es una enfermedad que se desarrolla en un campo de batalla molecular; las terapias innovadoras
que se proponen, como las basadas en células mesenquimales, se presentan a modo de antidoto
de los fendmenos bioquimicos con tendencia catabdlica inmanentes en esta enfermedad,
mientras que la tecnologia de imagen diagndstica, también en continua innovacidn, hace posible
cada vez mads objetivar cuantitativamente si estas nuevas terapias son eficaces y superan a las
terapias ya establecidas.

Es sabido que cualquier innovaciéon conlleva una fase de adaptacion. Aparte de algunos riesgos
relacionados con el aprendizaje de sus ejecutores, este periodo suele soportar un componente
cuanto menos de escepticismo sino de aversion por parte del colectivo profesional al que se
dirige. Este negacionismo inicial se desvanece a medida que se demuestra su seguridad y
eficacia... por este orden.

La terapia que hemos estudiado se enmarca en este ambito. Su comprensién exige conocer
algunos de los fundamentos que han llevado a la aplicacién de las MSC y también del PRP,
producto elegido como comparativo, asi como los de la nueva tecnologia de RMN con la que
estudiamos la estructura del cartilago. En este sentido el recordatorio de la fisiopatologia
articular y en general todo el capitulo introductorio sélo ha tenido la intencién de ordenar
conceptos fundamentales para la comprensién del estudio, resaltando por ejemplo el cimulo
multifactorial causante de la desestructuracion del cartilago artrésico, a pesar de un primer
autointento regenerativo que quizds podamos favorecer a través de la terapia celular
mesenquimal. Es evidente que el conocimiento relativo a todo ello va mucho mas alla de lo
expuesto en esta Memoria, ldgicamente hemos mantenido la redaccién dentro de los limites de
nuestro entendimiento si bien el acceso a la bibliografia referenciada permite profundizar en
estas materias.

No se ha descrito la anatomia ni abordado aspectos de la biomecanica articular cuyas
alteraciones condicionan gran parte de la patologia que manejamos en la practica clinica y se
imbrican con el tema que tratamos, al entender que son aspectos mds conocidos y que aqui solo
era preciso poner énfasis en las cuestiones relativas a nuestra linea de trabajo.

Asumimos que hubiera sido iddneo ampliar el tamafio muestral y desarrollar un ensayo clinico
con todos los requerimientos de la maxima evidencia, pero estamos de acuerdo con el «TREND
GROUP» que, aun partiendo de muestras limitadas y sin disponer de un grupo de control
aleatorizado, también puede avanzarse en el conocimiento de forma sustancial.

En cualquier caso ponemos en valor que el estudio presentado es el primero del que tenemos
constancia en el que se ha realizado el comparativo de las dos terapias contempladas, MSC
expandidas y P-PRP.

Ciertamente los datos manejados tienen el inconveniente de partir de un tamaifo muestral
limitado. Este aspecto puede aplicarse a lainmensa mayoria de los estudios de la bibliografia que
citamos en esta Memoria; es un inconveniente que también suele presentarse en modelo
experimental animal e incluso en experimentacion in vitro. La causa suele ser el importante coste
econdmico que conlleva y que se incrementa proporcionalmente con la «n» contemplada.
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DISCUSION

Otro inconveniente es el tiempo de seguimiento limitado, también ligado a motivos econédmicos,
ya que alargando el periodo de seguimiento probablemente hubiéramos detectado un aumento
de las diferencias significativas entre grupos.

Aspecto a considerar es pues el coste-efectivo de los tratamientos que hemos analizado.

El tratamiento con P-PRP tiene un coste establecido dentro de un rango quizas comparable con
otros productos farmacéuticos al uso como el HA. El proceso que conlleva la produccidn de un
«medicamento de terapia avanzada» del que resulta una dosis de 40 millones de MSC es muy
costoso y deben sumarse todos los condicionantes que implica su aplicacidon en medio quirudrgico,
estudios preoperatorios con analiticas extensas, etc. Por tanto, el balance a favor de las MSC
vendra dado si se demuestra que el mayor nivel de eficacia evidenciado, tanto antiinflamatorio
como regenerativo, se mantiene en el tiempo.

Este estudio no permite avanzar en este sentido porque el tiempo de seguimiento es limitado.
Solo puede especularse a partir del conjunto de datos disponibles derivados de distintos estudios
previos que adjuntamos a esta Memoria y los de tratamientos sucesivos con mas de 4 afos de
seguimiento. Estos datos, sometidos al control de la AEMPS, indican por el momento una
tendencia a la persistencia significativa del efecto antiinflamatorio y regenerativo de las MSC a
lo largo del tiempo.

Pero no solo el obstaculo econdmico causa limitaciones, en nuestro caso, pese a tratar una
muestra de sdlo 24 sujetos, se ha requerido una evaluacion previa de 157 candidatos tratados
con PRP que fueran adecuados para la comparaciéon mediante datos apareados. Esto ha
implicado demoras importantes en el desarrollo de la tesis doctoral.

Dadas las notables diferencias entre los dos procedimientos estudiados fue imposible el
cegamiento para el paciente y légicamente también para los médicos aplicadores. Sin embargo
pueden considerarse ciegos tantos los evaluadores radidlogos como los estadisticos. Los
primeros por desconocer a que grupo de estudio pertenecian las exploraciones de resonancia
magnética y los segundos por desconocer el alcance de los anagramas MSC y PRP.

En un ensayo que llevamos a cabo con MSC alogénicas utilizamos el HA como comparativo, este
disefo permitié el enmascaramiento completo ya que se obvid el tiempo de obtencion de
médula dsea y el tratamiento consistid en la administracidon de una sola dosis inyectable en
ambos grupos. Este planteamiento no es el que hemos efectuado en nuestro caso ya que
partimos de MSC de médula dsea autdloga y por otra parte el tratamiento efectuado con P-PRP
intenta obtener el mayor grado de eficacia que consideramos posible y esto implica, seguin
nuestros protocolos, la administracién de cuatro dosis en intervalos de 15 dias.

Los resultados obtenidos han confirmado la hipétesis planteada. Por una parte se ha logrado un
efecto analgésico con ambas terapias comparadas, muy por encima del porcentaje que pueda
atribuirse al efecto placebo, siendo el efecto superior en el grupo MSC. La disminucién del dolor
y la mejoria de la funcion articular los atribuimos a un efecto antiinflamatorio que consideramos
crucial para el control del proceso artrésico; se ha insistido en ello en el capitulo introductorio ya
que la inflamacién, ademas de ser causa de dolor y discapacidad, aumenta y acelera los
fendmenos degradativos.

El indice algofuncional de Lequesne en valores superiores a 10-12, asociado a otros datos, se
suele usar como indicativo de la necesidad de sustitucidn protésica. En la muestra analizada
descendieron por debajo de estos valores limite los 4 sujetos del grupo MSC que superaban este
valor con anterioridad al tratamiento, asi como 2 de 3 del grupo P-PRP. Planteamos por tanto
que mediante terapia con MSC es posible cuanto menos retrasar la indicacion protésica en un
colectivo sustancial de pacientes afectados por gonartrosis avanzada con el correspondiente
posible beneficio socio-econémico que esto puede suponer.
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Sobre esta idea se esta disefiando un estudio comparativo de grandes dimensiones que partira
de una muestra de pacientes en espera de implantacién protésica que presenten determinados
criterios de inclusién que los haga susceptibles de tratamiento con MSC.

Sabiamos por resultados de estudios previos que la eficacia analgésica, antiinflamatoria,
evaluada mediante indices algofuncionales, era notable con los procedimientos terapéuticos que
hemos aplicado, pero nos parece especialmente significativa la superioridad de la eficacia
prolongada en el tiempo y la correlacién matemadtica encontrada en la serie tratada con MSC,
entre la mejoria del indice de discapacidad WOMAC y el descenso, es decir la mejoria, de los
valores T2 relacionados con la estructuracién del colageno.

Respecto al potencial regenerativo de la terapia celular mesenquimal sobre el cartilago artrésico,
debemos remitirnos a trabajos previos de nuestro equipo investigador cuyos resultados se
exponen en detalle en las publicaciones anexas. Los ensayos clinicos fueron precedidos por
estudios en modelo de gran animal ovino y equino que confirmaron la seguridad de uso, la
viabilidad del procedimiento y evidenciaron histolégicamente el efecto regenerativo sobre el
cartilago tras lesién provocada; resultados que a su vez fueron sustentados por publicaciones de
otros autores.

Es preciso un breve comentario sobre el término «regeneracién» que venimos usando ya que en
el medio clinico en que nos desenvolvemos, tiende entenderse como la recuperacién de una
normalidad histoldgica absoluta y por tanto puede inducir a la controversia; por esto se intenta
evitar y en su lugar suele emplearse el término «reparacidon» como simil de «cicatrizacién».

Sin embargo el anténimo de «degeneracidn» es «regeneracién» y no «reparacién», por esto y
también incentivados por evaluadores de los articulos publicados venimos aplicando el término
«regeneracién» cuando la tendencia del tejido es a estructurarse. Es decir nos parece procedente
y practico aplicar un gradiente regenerativo, cuando existe una tendencia a la reestructuracion,
de la misma forma que en practica clinica se admite y aplica habitualmente el gradiente
degenerativo en la tendencia a la desestructuracion.

Efectivamente, distintas clasificaciones establecen un gradiente de la degradacidn del cartilago
basandose en sus caracteristicas morfoldgicas, sea macro o microscopicas. Estas clasificaciones
implican la disposicion bien de una imagen digamos fotografica de la superficie del cartilago o
bien histoldgica, lo que exige un acto invasivo para su obtencién, anestesia y demas
requerimientos quirdrgicos, no exentos de riesgos, que sélo son repetibles en limitadas
ocasiones. Ademas, salvo que se trate de estudios en modelo de animal de experimentacion, la
toma de muestra bidpsica se limita a un punto concreto de la articulacion, no informa del estado
del cartilago en su conjunto y en la artrosis, a diferencia de las lesiones focales, la alteracién del
cartilago varia y es difusa entre los distintos compartimentos.

De aqui el valor de la nueva tecnologia de RMN que mediante mediciones de los valores T2
posibilita las cuantificacion del estado de la estructura del tejido. Su aparicién abrié la puerta a
ensayos por parte de nuestro equipo que en ausencia de este avance quizds no se hubieran
realizado. De hecho nuestro acceso a esta tecnologia se produjo en sus inicios, cuando la
experiencia en su uso a nivel mundial era escasa y no estaban establecidos los rangos de
normalidad con tanta precision como en la actualidad.

A diferencia del estudio mediante biopsia, biomarcadores como el T2 mapping son pueden
cuantificar el estado de la estructura del cartilago en la totalidad de la rodilla, sin someter a riesgo
quirargico ni de irradiacién del paciente, pueden repetirse en tantas ocasiones como se requiera.
El T2 mapping es pues una técnica fiable y validada que nos ha permitido obtener informacidn
biolégica y trasladarla a numeros, probablemente se impondra en la prdctica clinica habitual.
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DISCUSION

Cualquier farmaco o técnica quirurgica que se aplique sobre cartilago en los préximos tiempos
deberd pasar por el tamiz de este u otro biomarcador similar. Esta es la idea que impulsé a la
NIH, FDA, la OAl, diversas universidades americanas y multinacionales farmacéuticas a emplearla
en el estudio observacional de grandes dimensiones que se estd llevando a cabo.

Al finalizar la redaccién de esta Memoria la aparicion de bibliografia referente a T2 mapping es
incesante y numerosa. Aunque los textos son dificilmente comprensibles desde el punto de vista
de nuestra especialidad, vienen a refrendar la correccidn del procedimiento que hemos seguido.
Sin embargo asumimos la limitacidn de haber realizado los estudios con un dispositivo RMN de
1,5 T, pero es el que disponemos equipado con el software Cartigram® de General Electric
adquirido expresamente en su dia para nuestros ensayos clinicos. La mayoria de publicaciones
actuales ya se refieren a resultados obtenidos con RMN de 3 T, tecnologia especialmente
deseable si se trata de determinar in vivo los valores T2 zonales.

En los ensayos clinicos que hemos realizado y en el estudio que motivé esta tesis doctoral, el T2
mapping contempld el analisis de 88 ROl lo que supone un analisis muy exhaustivo de la totalidad
de la rodilla. Comparese con el importante estudio promocionado por el NIH y la OAl que hemos
mencionado en el que se considera suficiente y adecuada la valoracién de 11 ROI.

La motivacién por nuestra parte de ampliar al maximo el nimero de zonas analizadas viene dada
por el interés y obligacion de valorar también si se producian efectos negativos en zonas sanas
tras la infusion de un «Medicamento de Terapia Avanzada», producto considerado en
investigacion y sometido al control de la Administracidn sanitaria.

Como el objetivo era evaluar si el efecto de la terapia celular evitaba la tendencia ineludible a la
desestructuracion del cartilago artrésico, estimada en un 5-7% anual, o si al contrario se eviden-
ciaba una mejora porcentual, en los ensayos efectuados establecimos como limite maximo del
rango de normalidad valores T2 de 50 ms ya que valores superiores se consideraban
indiscutiblemente patoldgicos; se observard el uso de esta cifra en las publicaciones anexas.
Actualmente el limite maximo de normalidad los situamos en 45 ms, siempre teniendo en cuenta
el calibraje de nuestros dispositivos y la variabilidad que hemos determinado.

Entiéndase que los valores de relajacidn T2 sdélo se consideran un biomarcador fiable si el error
de reproducibilidad, que en nuestro caso es el 7% (dispositivo mas observador), es menor que la
diferencia entre los valores T2 de cartilago sano y los de T2 cartilago artrésico. Diferentes
estudios demuestran que los valores T2 en artrosis son al menos un 12% mayores que los del
cartilago sano lo que refuerza el valor de nuestros datos (Lee 2007, Joseph 2011, Baum 2012).

En la muestra analizada en nuestro estudio los valores T2 globales y zonales a los 12 meses
alcanzaron valores semejantes a los del cartilago sano en 50% de los pacientes y en el 66% de los
ROI del grupo MSC, reflejando organizacion de la red de colageno similar a la del cartilago hialino,
frente a los 16% de los pacientes y el 0% de los ROI del grupo PRP.

Ciertamente los resultados muestran una disminucion de la media global de los valores T2 en
ambos grupos y cualquiera que sea el grado de artrosis, aunque la disminucién es significa-
tivamente mayor en el grupo MSC.

Esta disminucidn de los valores T2 puede tener diferentes interpretaciones. La disminucién de
los valores T2 globales no es un dato especifico de regeneracién, puede indicar simplemente que
se ha producido una disminucién del agua libre. El valor T2 esta directamente relacionado con la
disposicion de las fibras de coldgeno pero también con el contenido de agua. Si disminuimos el
agua del tejido, sin llegar a organizarlo, puede bajar la media del T2, desplazdndose la media a la
izquierda, hacia valores inferiores a 30 ms.
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La determinacion de la DE y el analisis zonal pueden ser mas especificos que la media global T2
para detectar cambios estructurales en la matriz del cartilago.

La DE es un indicador de homogeneidad/heterogeneidad de la arquitectura del tejido. Si tras el
tratamiento la media global disminuye y la DE se «estrecha» alrededor de valores propios del
cartilago hialino, indica reestructuracién del tejido.

En la muestra tratada con P-PRP a pesar de disminuir la T2 global ligeramente, la DE aumenta
con un desplazamiento de los valores hacia la izquierda. En cambio, en el grupo MSC disminuye
la media de los valores T2 sin desplazar la mediana, ya que bajan los valores altos y se
incrementan los valores bajos, por lo que la DE disminuye.

Es sugerente que la DE mejore tanto si estudiamos todos los valores, los 88 ROIs, como si
estudiamos solo valores basales patoldgicos. El P-PRP aumenta por encima y por debajo de la
media, el valor menor es 22 ms, mientras que en el grupo MSC se reduce tanto por encima como
por debajo, el valor menor es 30 ms, no hay ningun valor menor de esta cifra.

El estudio de la estratificacién no estaba previsto en el disefio inicial. El interés en realizarlo surgié
a causa del conocimiento generado durante el desarrollo del mismo.

Lo hemos introducido, contemplando una muestra muy reducida, para que quede constancia del
interés de este concepto sin considerar los resultados en las conclusiones, asumiendo la muy
pequefia muestra analizada y también la limitacién tecnoldgica ya que para obtener datos fiables
se requiere una resolucion de 3 T.

En el cartilago hialino normal los valores T2 del cartilago profundo son menores que en el
cartilago superficial, esto viene condicionado por la disposicién de las fibras de colageno.

En el grupo MSC hemos registrado a los 12 meses una tendencia a la estratificacion en el 66% de
los valores T2 de los ROl estudiados, lo que implica reestructuracién de la arquitectura de la red
de colageno. El grupo P-PRP no muestra esta estratificacion. Esta diferencia indica que el primer
tratamiento incide de alguna manera sobre el coldgeno; inmediatamente comentaremos la
posible influencia sobre los PG.

El estudio de los valores T2 segun la localizacion del cartilago en los distintos compartimentos
también parece aportar informacion adicional. El cartilago sano presenta diferencias de espesor
segln su localizacidon sea femoral, tibial, externa o interna, y hemos observado que a mayor sea
su espesor, mayores son las diferencias entre MSCy P-PRP, tanto respecto los valores de la media
como de la DE.

Por otro lado los cambios causados por la artrosis parecen comenzar de forma precoz en el
compartimento medial. Es en este en que mejoran de forma discreta los valores T2 de los casos
tratados con P-PRP a diferencia de los tratados con MSC que mejoran significativamente.

Todo induce a pensar que el tratamiento con MSC estd modificando el contenido de PG en
sentido positivo.

En el grupo MSC disminuye la media y la DE de los T2 del cartilago con mayor grosor. En cambio
en el grupo PRP los valores T2 mejoran en el cartilago menos grueso y a medida que aumenta el
grosor empeoran. Es decir, cuanto mas amplia es la zona radial rica en PG, el P-PRP parece
mostrar una tendencia a ejercer menos efecto. Ha de tenerse en cuenta que en las dreas de carga
del cartilago predomina la zona radial, mas rica en PG que la zona superficial.

Hubiéramos avanzado mds en el conocimiento de estos aspectos y ayudado a la demostracion
de diferencias si hubiéramos complementado el estudio mediante la técnica «d-GEMRIC». Aln
sin ello y sin haberlo constatado, siguiendo los conceptos de Reiter, podemos especular que el
PRP tiene potencial para disminuir el T2 a expensas de disminuir el contenido de agua libre, sin
influir en el coldgeno ni los PG, mientras que las MSC disminuyen los valores T2 por su accién
sobre estos dos componentes en el sentido de la reestructuracion del coldgeno y aumento del
numero de PG.
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A tenor de los resultados positivos obtenidos que confirman el interés de esta linea de
investigacion se plantea la necesidad de profundizar y ampliar el conocimiento. Existen infinitas
variables que pueden aumentar el potencial terapéutico del procedimiento estudiado. Por
ejemplo sabemos que el efecto ha de ser de alguna u otra forma dosis-dependiente.

Se asume que las «dosis» empleadas en uno y otro caso, MSC o P-PRP, son optimizables. Tienen
cierto origen empirico aunque las estamos empleando tras evidenciar indicios de eficacia en
animales de experimentacion.

Debe existir una dosis minima de MSC suficientemente eficaz. Menos MSC supone menos costes
y tiempo de produccidn aspecto que motiva encontrarla.

Por otra parte debe existir un nimero maximo de células que se corresponde a la mdxima
eficacia, sobrepasarlo supondra empeorar el resultado y esto es porque las células requieren el
aporte de nutrientes adecuado. La competencia entre ellas por el acceso al oxigeno y a los
nutrientes junto al acimulo en el medio de residuos catabdlicos puede deteriorar su normal
metabolismo y crecimiento. Por ejemplo ahora sabemos que durante el transporte en jeringa no
debemos superar una concentracién celular superior a 10x10E6 MSC por mL.

Es decir podemos encontrarnos ante estudios muy bien disefiados pero que fracasen en su
objetivo por no administrar suficiente dosis celular pero también por excederla.

La busqueda de la dosis 6ptima es objetivo preferente de préoximos estudios. Conviene
encontrarla, su beneficio tiene una vertiente relativa a la eficacia y otra econémica.

Hoy por hoy hemos apreciado tendencia a la mejoria tras la administracién de una sola dosis
celular de 40x10E6 MSC y hemos visto que esta tendencia prosigue o se mantiene. Es razonable
pensar que la administracién de una o varias dosis repetidas, aprovechando la disponibilidad de
alicuotas de MSC criopreservadas, podrian mejorar el efecto obtenido. Esta es otra de las
proximas investigaciones que pretendemos afrontar.

Sin embargo la «dosis», siendo una variable fundamental, no determina por si sola el efecto que
podemos esperar tras la aplicaciéon de MSC o también P-PRP porque el «principio activo» de estos
medicamentos biolégicos no son las células o las plaguetas en si mismas sino las citoquinas,
exosomas y otras sustancias que liberan, muy diversas en tipo y nimero en cada caso. Por su
parte el efecto dependerd también de la disponibilidad de células diana y receptores para estas
citoquinas. En definitiva, aunque la terminologia empleada, digamos administrativa, haga
referencia a estos productos como «medicamentos», su farmacocinética y farmacodinamia son
esencialmente diferentes de las de un medicamento clasico de sintesis.

Segun las directrices de la «Scottish Intercollegiate Guidelines Network» o del «National Institute
for Health and Clinical Excellence», el estudio presentado puede considerarse que posiciona los
resultados en un nivel de evidencia cientifica «2+» 6 «lla», siempre y cuando se considere que
ha sido bien realizado, controlados los potenciales sesgos y que existe poca probabilidad de que
la relacion sea causal. Estos aspectos se han valorado en su disefio tal como se describe en el
capitulo introductorio. Como medida previa se asegurd que la composicion de los grupos MSCy
P-PRP fuera la adecuada para que pudieran ser considerados comparables. Notese que, aunque
no era un criterio establecido de antemano, por azar también se logré la homogeneidad de
ambas muestras respecto a los valores basales T2.

A efectos de comprobacion de la metodologia seguida se han completado todos los items de la
lista de verificacidn o «checklist» recomendada por el «Transparent Reporting of Evaluations with
Non-randomized Design» o «TREND GROUP» para estudios no aleatorizados que adjuntamos en
el anexo | de esta Memoria que cerramos aplicdndonos la cita de Kelvin que la introduce,
esperando haber sustentado los resultados y avanzado en el conocimiento de la materia sobre
la que se ha tratado habiendo sido capaz de expresarlo en numeros.

95






CONCLUSIONES

Vil. CONCLUSIONES

La eficacia respecto a mejoria del dolor, evaluada mediante la escala EVA, se obtuvo
con ambos tratamientos. A los 6 meses el dolor mejord en los dos grupos de forma
significativa pero a los 12 meses solo el grupo MSC siguié presentando tendencia a
la mejoria de forma significativa.

Los cuestionarios algofuncionales Lequesne y WOMAC también denotaron mejoria
significativa en ambos grupos pero la mejoria del grupo MSC fue significativamente
superior a la del grupo P-PRP.

La eficacia regenerativa evaluada mediante la Media y la DE de los valores T2
patoldgicos se demostrd para el grupo MSC en el que mejoré la Media en el 100%
de los casos y disminuyd la DE de forma significativa incluso en los subcom-
partimentos mediales en los que se considera que los cambios en la artrosis son
precoces, mientras que el grupo P-PRP la Media mejord en el 42% de los casos,
empeoro en el 58% de los casos y la DE se incremento.

VIl. CONCLUSIONS

Both treatments were proven effective in terms of pain improvement assessed by
the VAS scale. At 6 months both groups achieved significative improvement, while
at 12 months only MSC still showed significant improvement.

Algofunctional questionaires Lequesne and WOMAC also improved in both groups,
but the improvment was significantly higher in group MSC compared to group PRP.

The regenerative potential assessed by T2 Mean and SD was proven in the MSC
group, in which the mean improved in 100% of the subjects and the SD decreased
significantly, even in the medial compartments in which OA seems to start earlier.
Group PRP improved T2 Mean in 42% and worsened in 58% of the subjects and the
SD of T2 values increased.
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